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Forord

Denne projektrapport er forfattet af Ulla Eghave Rasmussen,
som studerer kemi og matematik, - af Michael Jarden, som
studerer molekyleer biologi og matematik - og af Hans Ox-
vang Mortensen, som studerer datalogi og matematik.

Projektet er for alle 3’s vedkommende tilknyttet modul 3.b
af IMFUFA’s matematik-uddannelse efter den nye ordning.
Den sakaldte modelbygger uddannelse.

Kravene i den nye studieordning for matematik til projekter
i dette modul er

I dette modul behandles ....

en konkret modelbygningsopgave. Med udgangs-
punkt i problemstilling inden for et andet fag -
eller praksisomrade opstiller den/de studerende
en eller flere modeller. I arbejdet indgar kommu-
nikation med personer, for hvem den pagaldende
modelbygning er af interesse.

Projektet er for Michael Jardens vedkommende ogsa tilknyt-
tet 2. modul af uddannelsen i molekylzer biologi ved Institut
1. Kravene i studieordningen for molekylar biologi til pro-
jekter i dette modul er i uddrag

Projektarbejdet skal omfatte en fordybelse i en
problemstilling inden for molekylarbiologi, biokemi,
mikrobiologi, genetik, cellerbiologi eller fysiologi.
Den studerende skal tilegne sig evne til kritisk
at kunne vurdere: ..... - muligheder for frugtbar

i



integration mellem biologi og det andet kombina-
tionsfag..

.....

Matematisk/datalogisk modelbygning, analyse og
simulering kan indgd i projektarbejdet. '

Projektet omhandler opbygningen af en model over peni-
cillins biosyntese og er udviklet i samarbejde med Hen-
rik Mglgaard fra NOVO, der i sit forskningsarbejde har en
sarlig interesse for netop en sidan model. Vi takker ham
herved for godt samarbejde.

Ligeledes takker vi vores vejledere, som har veeret Jesper
Larsen i matematik og Erling Lauridsen i biologi. Vi vil
samtidig takke en rakke personer for rad og bistand i lgbet
af projektet. Lektor i kemi, Sgren Hvidt fra Institut 1 pa
Roskilde UniversitetsCenter. Professor J.Villadsen og lek-
tor Claus Emborg fra Institut for Bioteknologi pa Danmarks
Tekniske Hgjskole og lektor Ulla Christensen fra Kemisk
Laboratorium 4, HC@, Kgbenhavns Universitet.

Opbygningen af matematiske modeller kreever en tveerfaglighed
som kombinationsuddannelsesstrukturen pa Roskilde Uni-
versitetsCenter rummer alle muligheder for at levere og at
styrke. Vi haber, at laeseren vil finde at denne rapport doku-
menterer dette. Rapporten bgr laeses i sin helhed, men det,
der af den enkelte laeser matte opfattes som tekniske detal-
jer, fra et andet fagomrade, kan lases mere ekstensivt.

God laeselyst

Ulla Eghave Rasmussen
Hans Oxvang Mortensen

Michael Jarden
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Kapitel 1
Indledning

Da vi i efteraret 1988 skulle forberede dette semesters projektarbej-
de, valgte vi tilskyndet af den nye studieordning pa matematik, at
opsgge eksterne kontakter fra andre fagomrader. Vi sendte derfor ne:
denstiende brev til blandt andre NOVO -



IMEUE ROSKILDE UNIVERSITETSCENTER
INSTITUT FOR STUDIET AF MATEMATIK OG FYSIK SAMT DERES

_FUNKTIONER | UNDERVISNING, FORSKNING OG ANVENDELSER .

“"Att: Forskningssekretar o
Jarl Andersen POSTBOX 260

NOVO INDUSTRI A/S DK-4000 ROSKILDE
NOVO Alle 1, DANMARK  °

2880 Bagsvard
TELEFON 02-7577 11

LOKAL:

1.12.1988/hm/mj

DATO/REFERENCE JOURNALNUMMER DERES REFERENCE/JOURNALNUMMER

Vedr: Matematisk modelbygnings projekt.

Efter telefonsamtale 4. 1.12.88 fremsendes hermed det brev, der
forklarer vores forespergsel. Vi er som nzvnt en projektgruppe
ved matematikuddan-

nelsen pd Roskilde UniversitetsCenter, som af denne ve] soger en
matematisk modelbygnings opgave.

Gruppen bestir af:
Hans Oxvang Mortensen, som studerer matematik og datalogi

og
Michael Jarden, som studerer matematik og molekylar biologi.

Vi skal i fordret 1989 (fra l1.februar til medio maj) lave et 3.
moduls projekt om hvilket, der i studieordningen for matematik
er skrevet:

"1 dette modul behandles en konkret modelopbygningsopgave, der
tager sit udgangspunkt i en problemstilling inden for et andet
fag - eller praksisomrade. Den studerende opstiller og
bearbejder en eller flere modeller af relevans for den .
indledende problemstilling. I arbejdet indgidr kommunikation med
og formidling til personer for hvem, den pagzldende
modelbygningsopgave er af interesse."

Vi har valgt at s¢ge en opgave indenfor molekylarbiologi og har
derfor fundet det naturligt med denne henvendelse til NOVO. Vi
hdber I indenfor dette omradde har en problemstilling, som I er
interesseret i at f4 skabt en matematisk model for. Vi er even-
tuelt interesseret i at lade den matematiske model danne
grundlag for en datalogisk model.

Til projektet vil der her p4 Roskilde UniversitetsCenter vare
tilknyttet en vejleder i henholdsvis matematik og molekylar
biologi.

Hvis dette skulle have NOVOs interesse kan undertegnede
kontaktes skriftligt pa4 ovenstdende adresse.

Med venlig hilsen

‘Michael Jarden "Hans Oxvang Mortensen

INSTITUTE OF STUDIES IN MATHEMATICS AND PHYSICS AND THEIR FUNCTIONS
IN EDUCATION, RESEARCH AND APPLICATIONS



Det resulterede i et svar fra Henrik M¢llgaa,rd pa NOVO.

841-4!8

Att: Michael Jarden og Hans Oxvang Mortensen.
IMFUFA
Roskilde Universitetscenter
Postbox 260
4002 Roskilde.

Vedr: Matematisk modelbyéh}ngs projekt.{

Fra Jarl Andersen har jeg modtaget jeres henvendelse angAende

et modelbygningsprojekt. Jeg vil foresla et sadant angéende
penicillins biosyntese i svampen Penicillium chrysogenum. Man er
i forbindelse med kloningsteknikkernes anvendelse til
udbytteforbedringer interesseret i at identificere flaskehalse |
biosyntesen, og en model vil vazre en oplagt mulighed for dette.
Omradet er inde i en rivende udvikling rent
biokemisk/fysiologisk, og vi vil kunne give den biokemiske viden
i form af litteratur og hj=zlp til afgrensning af projektet.

Hvis der stadig er interesse fra jeres side, vil jeg foresla et
mgde for at finde ud af om projektet er realistisk.

Med venlig'hilsen

Kenrik Moligaard, Ph.D.

P.ojest Leeder
Biochemicals R&D

NCVO IMDUSTRE AS
Eiseheralcsla Divislon

Nowo Allé, DK-2890 Bagsvaerd,
'rezspmneoz €32333. Tolex 31173

" Pa et mgde afholdt i december 1988 besluttedes det at 1gangsaette
projektet.
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1.1 Problemstilling

_Penicillin dannes som et sekundeert produkt i stofskiftet hos svampe
_ af familien Penicillium notatum. Den industrielle produktion foregar
saledes ved hjzlp af levende organismer. Da penicillin for mere end 40
ar siden blev opdaget og sat i industriel produktion var det muligt at
fremstille 100 enheder pr. milliliter. Siden har der vaeret ydet en kraftig
indsats for at fa syntesen af penicillin intensiveret. Serligt hgjtydende
stammer af svampen er blevet udvalgt og klonet!. Geeringsmediet er
blevet forfinet saledes at de ngdvendige naringsstoffer er tilstede i rigtig
mangde og hemmende affaldsstoffer begraenses mest muligt. Om-
rgring, temperatur, iltning, forbehandling og efterbehandling er blevet
optimeret o.s.v.. Resultatet af indsatsen pa alle disse fronter har lpnnet
sig. I dag frembringes mere end 50.000 enheder pr. milliliter og peni-
cillin er blevet relativt meget billigere og tilgengeligt. Pa verdensplan
forhandles for omkring 3 milliarder dollars penicillin om &ret?.

Penicillin produktionen ma saledes indtil nu siges at have veeret en ud-
viklingsmaessig (og gkonomisk) succes. Denne meget kraftige udvikling
er i hgj grad baseret pa en prgven sig frem vejledt af empiriske resul-
tater, mens der vides overraskende lidt om detaljerne i selve dannelsen
af penicillin (syntesevejen) inde i svampen. I dag synes man imidlertid
at nerme sig et loft for en udvikling af denne vej og det overvejes derfor
i stedet at satse pa at forbedre de producerende svampeceller ved hjzlp
af gensplejsning.

Gensplejsning er imidlertid en bekostelig affeere med en relativ lang ve)
fra en bestemt satsning besluttes og til at resultatet kan ses og males.
Denne udviklingsvej kraever derfor en langt mere detaljeret viden om
de egentlige processer, der foregar i svampen. En forudsetning for et
fornuftigt arbejde er et indgaende kendskab til syntesevejen og flaske-
halsene i denne. Dette setter spgrgsmalet om en matematisk model pa
dagsordenen.

1En meengde ensartede celler er blevet udviklet ved fortsatte delinger af et saerligt
gunstigt individ.

2De her angivne tal skal tages med et gran salt. De tjener alene til at angive
stgrrelsesordenen (ref.5)
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1.1.1 Matematiske modeller

En matematisk model er en tilnaermelse til virkeligheden, der kan vare
mere eller mindre god. Verdien af modellen er derfor ikke givet pa
forhand, men ma i hvert tilfzelde vurderes ud fra sine forudsaetninger
og den sammenhang, hvori den bruges. En vurdering af modellens
validitet kan foretages ved at se p3 fglgende kategorier®:

1. Forventningsvaliditet. Modellens adfzerd er i overensstemmelse
med; hvad der er forventet (af modellen eller af systemet).

2. Reproduktionsvaliditet. Modellen kan reprbducere data, som er
kendt fra systemet (data er kendt ved opstilling af modellen).

3. Forudsigelsesvaliditet. Modellen opfylder 1. og 2. og kan forudsige
data, som kan findes i systemet. (Modellen er opbygget uden
kendskab eller uden udnyttelse af kendskabet til disse data).

4. Strukturvaliditet. Udover at opfylde 1.,2. og 3. er modellens
struktur en afspejling af systemets struktur.

Allerede flere hundrede ar tilbage i tiden kan man finde anvendelse
af modeller. Efter at Newton havde opstillet sine love for massetil-
treekning, kunne man formulere en model af solsystemet og ved hjelp
af denne forudsige planeten Neptuns eksistens. Det er klart at en
sadan model tilfredsstiller alle de ovenstaende kategorier. Modellerne
for planeternes bevagelser henter hele deres teoretiske grundlag i den
Newton’ske mekanik. Modeller af denne karakter kan derfor siges at
besidde en kvalitet yderligere, idet de lzner sig opad erfaringer fra utal-
lige gennemfgrte forsgg, der alle bekrafter den Newtons’ske mekanik,
en teori, hvis fundering beror pa en verificering af en mangfoldighed af
enkeltmodeller. 1 modsatning til sidanne teoribaserede modeller star
de rent beskrivende modeller eller ad hoc modeller. Ad hoc model-
ler er en matematisk konstruktion, hvor man far de "rigtige” tal ud i
den anden ende. Med rigtig tal menes tal der stemmer overens med
eksperimentelle maleresultater. Sidanne modeller bestraber sig alene

3Hentet fra "ODIN. Undervisningsmateriale til et kursus i differentiallign-
ingsmodeller”. (ref. 27) '



8 ” KAPITEL 1.

pa at tilfredsstille de 3 fgrste kategorier i ovenstdende klassifikation®.
De fleste matematiske modeller befinder sig et sted midt mellem disse
yderpunkter. De rummer visse islet af etableret teori, men opueru
derudover med en rakke ad hoc antagelser =

1.1.2 Vores model

Den model, vi i dette projekt har arbejdet med kan indlejres i 2 teori-
omrader. Dels en molekylarbiologisk, der beskzftiger sig med opsam-
ling af viden om de biologiske f&nomener, der forekommer pa molekyleert
niveau og dels et enzym kinetisk, der beskaftiger sig med, hvorledes en-
zymatiske processer foregar.

Det er indtil nu kun lykkedes at laver modeller - som bade er teo-
retisk funderet og giver de rigtige tal for systemer, hvor der indgar
to enzymer®. Hertil kommer at den opsamlede viden om syntesevejen
for penicillin er meget mangelfuld. Dette drejer sig bade om kendsk-
abet til de molekyleer biologiske processer, der rent faktisk foregar og
til talveerdierne for enzymprocesserne. Det er siledes klart, at man
ikke pa dette omrade skal forvente det muligt at opstille en rent teorib-
aseret model. Dette forhold er ingenlunde specielt for netop biosyntesen
af penicillin, men preeger generelt modelarbejdet med biologiske syste-
mer. Kompleksiteten pa disse omrader ggr det ngdvendigt at bygge pa
antagelser, der blandt andet ma begrundes i utilstraekkelig viden. Ved
teoribaserede modeller kan antagelserne begrundes i en viden om at
denne eller hin faktor er uden vaesentlig betydning for det modellcrede
problem.

Vi har i arbejdet bestrabt os for s3 langt som muligt at begranse ad hoc
antagelserne og basere sa meget af modellen som muligt pa overvejelser
med belag i den eksisterende viden pa omraderne. Imidlertid har vi
som modelbyggere ogsa mattet se et andet problem i gjnene. Vi er ikke
i stand til selv at godtggre modellens forudsigelsesvaliditet. Dels ligger
en sadan praktisk afprgvning uden for vores hander og dels vil det tage

4l den politiske debat ses ofte eksempler pa sidanne modeller, der alene til-
fredsstiller kategori 1, men haevder at tilfredsstille kategori 3. Rasmussen rapporten,
der opstiller en sandsynlighedsmodel for uheld pa A-kraftveerker er et eksempel
herpa. Se IMFUFA tekst nr. 26 ”Om matematiske modeller” (ref. 28).

5Samtale med professor Villadsen, DTH
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lang tid at gennemfgre et forsgg, der kan godtggre at modellen faktisk
udpeger flaskehalse i syntesevejen. _

Man kunne siledes mene, at der er al mulig grund til at stille sig skeptisk
over for resultaterne at et sadant modelbygningsprojekt. Der mangler
viden om kvalitative forhold og om kvantitative stgrrelser og modellen
kan ikke verificeres. Dette betyder imidlertid ikke at modelarbejdet er
spildt pa forhand, for det er en alt for snaever betragtning blot at male
en model ud fra dens kvantitative forudsigelser. Fglgende formulering af
den polsk- amerikanske matematiker Mark Kac kan belyse dette punkt:

Models are for the most parts caricatures of reality, but
if they ar good, then like good caricatures, they portray,
though perhaps in distorted manner, some of the features
of the real world. The main role of models is not so much
to explain and to predict - though ultimately these are the
main functions of science - as to polarize thinking and to

pose sharp questions”®.

1.1.3 Formal med projektet

Dette projekt er et led i et uddannelsesforlgb og det er vasentligt for
os at stifte bekendtskab med de overvejelse og problemer, man mgder
i modelbygningsprocessen og se pa de metoder, man kan anvende i
givne situationer. For at opna dette har vi malrettet vores arbejde
efter at opstille en model, der kan sige noget om flaskehalse i peni-
cillinfremstillingen. I projektarbejdet har opstillingen af den ’rigtige’
model saledes veeret det primaere, mens indleeringen har vaeret den med-
fglgende sidegevinst. '

1.1.4 Modelopbygningsprocessen

Projektet er tverfagligt og hvert fag har sit eget sprog, hvilket rejser
en fprste barriere, der ma overvindes. Dette er dels et spgrgsmal om at
tilegne sig et specielt fagligt ordforrad, men nok sa ngdvendigt er det,

SFra ”Some matematical models in science”, Science, 166 (1969), 695-699. Her
hentet fra ”Rapport fra Landsmgdet om Matematikken i Danmark” 1981 side 366
(ref. 36) o
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at tilegne sig et fagligt indblik i modellens genstandsomrade. Den fgrste
periode har veeret domineret af at opna et sadan indblik. Vi har dels
mattet tilegne os et billede af virkeligheden (hvad er det, der foregar
ved dannelsen af penicillin) og dels tilegne os tilstraekkelig faglig viden
til at kunne kommunikere rimeligt med de faglige eksperter. Foruden
Henrik Mgllgaard har vi i forlgbet mattet opsgge en rakke eksperter pa
forskellige delomrader. Lektor Sgren Hvidt har vi konsulteret angaende
almen biologisk kemi. Professor J.Villadsen angaende opstilling af den
senere omtalte 24 ligningers model. Lektor Claus Emborg angiende
almindelig biologisk forstaelse og lektor Ulla Christensen, der szerligt
har hjulpet os angdende flersubstrat kinetikken.

At opbygge en model er sammensat af flere komponenter. P3 bag-
grund af en opfattelse af den virkelige verden og et problem, som denne
stiller, skal der foretages en afgraensning af systemet. Denne systemaf-
greensning definerer de elementer, som anses for betydende for model-
lens validitet. Denne afgransing er ikke enkel, men bestar af en lang
rekke afvejninger, der inddrager skgn over elementernes kvantitative
og kvalitative betydning og skgn over begraensningerne i egen viden om
sammenhangende i den virkelige verden.

Det afgraensede system ggres herefter til genstand for en omformning til
matematiske objekter, hvor sammenhange og begransninger beskrives,
saledes at den resulterende model afspejler systemet. Denne omformn-
ing stiller krav om en eksakthed i den foretagne systemafgreensing, der
kan fgre til zendringer i de beslutninger, der er foretaget. Ligeledes kan,
der stilles krav om kvantitative oplysninger, der kan medfgre at man
ma aendre det modellerede system.

Modellen udsattes for en analyse, hvis formal det er at finde de infor-
mationer frem, der ligger gemt i modellen. Ved at sammenholde disse
informationer med eksperimentelle data eller anden viden om sammen-
hangen i den virkelige verden kan man enten na frem til en lgsning af
det oprindelige problem eller til en erkendelse af fejl i modelopbygnin-
gen. Dette kan igen fgre til formuleringen af en bedre model pa et
mere afklaret grundlag. Modellerings processen er saledes en iterativ
proces, der enten umiddelbart kan producere konkrete resultater eller
som kan bruges som en motor i erhvervelsen af ny viden om modellens
genstandsomrade. Processen kan samlet skildres ved figur 1.1 (der er
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DEN VIHKELIOE VERDEN

(=)

systemafgrenaning

systemaodifikation

4

modellering

PARAMETRE

parametermodifikation

T

1

simulering

modelmodifikation FBSULTAT/IIIPORHATION I

}

tolkning -

Figur 1.1: Modelopbygningsprocessen
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Kapitel 2

Biosynteseh

!
Penicillin fremstilles i store tanke (fermenteringstanke). I disse tanke
befinder sig et medie bestaende af vand opblandet med diverse nzringsstof-
fer. Temperaturen er kritisk for enzymatiske processer, hvorfor denne
ngje kontrolleres. Desuden er det vigtigt for processens forlgb at der
foregar en stadig tilfsrsel af ilt og en omrgring, der sikrer homogen
fordeling af naeringsstofferne.
Til dette medie tilsettes en maengde celler fra svampen, Penicillium
crysogenum. Cellemassen vil vokse i dette medie og samlet kaldes denne
proces i et veeskemedie for en fermentering. '
Syntesen af penicillin finder under normale omstaendigheder ikke sted
i disse celler. Men produktlonen igangsaettes ved tilseetning af et ed-
dikesyre derivat, fenyleddikesyre (fex). Fex indgar som et led i det
dannede penicillin molekyle og penicillinen bliver udskilt fra cellerne
til mediet. Det menes derfor at selve penicillin syntesen er en afgift-
ningsreaktion for cellen, hvor den skiller sig af med giftstoffet ved at
binde det til et for den uskadeligt molekyle.
I takt med cellemassens vaekst @ndres faktorerne i mediet. Dels ophobes
en rackke affaldsstoffer i mediet, som er en fglge af det almindelige
stofskifte. Mediet bliver mere tyktflydende som fglge af den stigende
mengde celler, hvilket besvzrligggr opretholdelsen af en tilstraekkelig
mengde ilt i de enkelte cellers umiddelbare nerhed. Bla. disse fak-
torer betyder at cellemassevacksten og penicillin produktionen aftager.
Processen stoppes derfor.
Det samlede forlgb af penicillin produktionen bestar saledes af en for-

13
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behandling af medie og cellekultur, selve fermenteringsprocessen, som
typisk strakker sig over 5 dggn (120 timer) og en efterbehandling, hvor
den producerede penicillin opsamles fra mediet. Produktet fra denne
proces er Penicillin V eller Penicillin G. Dette produkt danner basis for
en videreforarbejdning til de slutprodukter, der-anvendes medicinsk:

2.1 Biosyntese af Penicillin

I dette afsnit gives en oversigt over de biokemiske reaktioner, der fgrer
til dannelsen af penicillin i svampen Penicillium chrysogenum.

En samling af kemiske reaktioner, der fgrer til et bestemt slutprodukt
med bestemte udgangsstoffer kaldes en syntesevej (syntese = fremstill-
ing). En syntesevej i den biologiske celle kaldes en biosyntese.

Men fgr syntesevejen gennemgas beskrives her slutproduktet penicillin
G- eller benzylpenicillin som det ogsa kaldes.

i
1 B~ lactern - Chiazoliogin ~
.r-u.’

¢ g

: ) /S /CHS
_©—CH,_-—CO-‘-NH—,CH cH y I\cu_,,

' co—N H

. Ncoon
side bade t 6 "W'ﬁa}’a«'&l[

-

Figur 2.1: Et penicillin molekyle.(ref.13)

Industrielt tilsaettes en syre til mediet, hvor svampen vokser, enten
fenyl- eller fenoxy-acetat.
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Pa figur 2.1 ses den sikaldte B-lactamring, som er grundstammen i alle
B-lactam antibiotika. Denne og den afbildede thiozolidinring danner
tilsammen 6-aminopenicillansyre (6-APA), der med den tilsatte syre
udggr penicillin. _ :

I det fplgende beskrives syntesevejen til penicillin samt de stoffer, der
indgar og reagerer i denne. S :

Den organisme, der industrielt benyttes til produktion af penicillin er,
svampen Penicillium chrysogenum. Udgangspunktet for denne svamps
biosyntese af penicillin er tre aminosyrer; a aminoadipinsyre (A) , cys-
tein (C) og valin (V) (Se figur 2.2 og 2.3). C og V er kendt som
veerende blandt de 20 livsvigtige aminosyrer og de er begge slutpro-
dukt i hver deres biosyntese. A er derimod et mellemprodukt i svam-
pens syntese af lysin, dvs. at A deltager i to biosynteser samtidig. De
tre nevnte aminosyrer kondenseres, som fgrste trin i biosyntesen, til
et tripeptid;. 8(e aminoadipincysteinylvalin) (ACV). Mekanismen for
denne kondensering er ikke kendt i detailjer, men man mener at reak-
tionen er katalyseret af et enkelt enzym, ACV-syntetase og forlgber
pa fglgende méade: Under forbrug af ATP kobles fprst ‘A til enzymet,
dernaest. C og til slut V. P figur 2.2 er de kemiske formler indtegnet
- forbogstavet L angiver, at det pageldende molekyle har en bestemt
rumlig struktur. Hvis to stoffer er isomere, dvs. at de har de samme
kemiske byggesten, mens de rumlige former er spejlbilleder af hinan-
den, kaldes de for hhv. en L form og en D form. a og & benyttes
til nummerering af atomerne i molekylet, og de er her medtaget for
fuldstaendighedens skyld.

Ved at benytte ovenstiende forkortelser kan den stgkiometriske lign-
ing for fgrste trin skrives

A+ C +V +3ATP —"*™ ACV +3AMP + 3PP:i

Aktiveringsenergien fra ATP-molekylerne skyldes brydningen af to en-
“ergirige phosphatbindinger, saledes at ATP (adeonosintriphosphat) om-
dannes til AMP (adeonosinmonophosphat) og to PPi (pyrofosfat):
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. ATP - AMP +2PP:

med ligevagten staerkt forskudt mod hgjre.” Derfor angives kun den ene
pil. h

For at fa overblik over reaktionerne er der i figur 2.3 indtegnet de
samme reaktioner som i figur 2.2, men hvor der kun benyttes forkor-
telser.

Det nzeste syntesetrin er omdannelsen af det ovenfor omtalte tripep-
tid ACV til isopenicillin N (isopen N). Pa figur 2.2 er den kemiske formel
for isopen N indtegnet og det ses, at der dannes en §-lactam ring og
en thiazolidin ring. Reaktionen krzver ilt og der spaltes vand fra. En-
zymet, der katalyserer denne reaktion kaldes for cyklase og enzymet er
undersggt ganske ngje. Reaktionsligningen for dette trin bliver da

ACV + O, —¥¥18%¢ ToopenN + 2H,0

Dannelsen af penicillin fra isopen N kraever nu at A spaltes fra og
erstattes af en fenylacetyl- eller fenoxyacetylgruppe, der tilsettes veek-
stmediet som fenyl- eller fenoxyacetat afthangig af hvilket produkt, der
gnskes (henholdsvis penicillium G eller V). For at kunne binde fenyl-
eller fenoxyacetylgruppen ma fenyl- eller fenoxyacetaten aktiveres, nar
den er vandret igennem cellemembranen, med Coenzym-A (CoA), der
findes i cellen. Det vil sige der skal dannes en energirig binding fra
syren til CoA, som der spaltes under forbrug af energi nar syren bindes
istedet for A. Binding af syre og CoA er ATP-forbrugende for at {a
dannet den energirige binding og forlgber saledes, hvor "fex” star for
fenylacetat:

ATP + fex + CoA —"9°*¢ fexCoA+ AMP + PP,
og
fexCoA + isopen N —oovitronsferase non A 4 CoA

Der er nu dannet fenylacetyl- eller fenoxyacetyl-CoA, der kan bindes
til kveelstofatomet (hvor A er spaltet fra) under fraspaltning af CoA og
dermed er penicillin G eller V dannet.
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Figur 2.2: Syntesevejen til penicillin. Efter Demain (1984)
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Ligasen katalyserer sammensatningen af de to molekyler, mens acyl-
transferasen overfgrer acylgrupper fra et molekyle til et andet. '
Processen kan forlgbe pa to mader (se figur 2.2):

1) A hydrolyseres (det vil sige A spaltes fra under forbrug af vand)
og mellemproduktet 6-APA dannes, hvorpa en fenylacetyl- eller fenoxy-
acetylgruppe bindes under fraspaltning af CoA.

2) A erstattes direkte af en fenylacetyl- eller fenoxyacetylgruppe uden
mellemproduktet 6-APA. - Denne er ifglge (ref.1) den mest sandsynlige.
Det dannede penicillin G efterbehandles sa pa forskellig vis inden det
kan anvendes til medicinsk brug.

Det samlede sat af stgkiometriske ligninger kan da opstilles

A+ C+V 4+ 3ATP —ACVayntetase ACy L 3SAMP + 3PPi
ACV + Oy —Vkla%e IsopenN + 2H,0

ATP + fex + CoA —'"9%%¢ fexCoA + AMP + PP,
og

fexCoA + isopen N —acvitransferase nopn L A + CoA

2.2 ENZYMKINETIK

I alle levende celler foregar til stadighed en lang rakke forskellige om-
dannelser. Det kan veere dannelse af diverse molekyler, det kan vaere
nedbrydning af affaldsstoffer. Falles for alle disse reaktioner i den bi-
ologiske celle er at de forlgber langsomt eller gar helt ista, hvis der ikke
er en katalysator til stede til at forgge reaktionshastigheden. Tilstede-
vaerelsen og reguleringen af disse katalysatore er derfor af stor betydning
for biologisk liv. En biologisk katalysator kaldes et enzym.
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Figur 2.4: Enzymaktivitet som funktion af temperatur. (ref.30)

Indenfor den kemiske reaktionskinetik arbejder man med begreber
som hastighedskonstanter, reaktionshastighed, ligeveegt etc. og néar
man overfgrer disse resultater til biologiske systemer, der i reglen er
overordentlig komplekse, kan anvendelsen af de kinetiske ligninger fra
den fysiske kemi kun ske under en raekke antagelser og simplificeringer.
En af grundende hertil er at biokemiske reaktioner, iszr i levende celler,
er mere fglsomme overfor &ndringer i temperatur, pH etc., end de fleste
ikke-biologiske kemiske reaktioner.(se figur 2.4 og 2.5). (Dette skyldes
egenskaberne ved de pagzldende enzymer, idet deres aktivitet bl.a.
afhaenger af temperatur og pH.) Nar man undersgger og arbejder med
enzymer og deres kinetik er det veesentligt at vaere klar over at mange
faktorer kan have indflydelse og det er derfor vigtigt kun at varierer
en faktor og holde de andre konstante. De mest betydende faktorer,
der indgar nar hastigheden af en biokemisk reaktion skal besternmes
er enzymkoncentration (enzymmsangde per. volumen), substratkon-
centration(mangde af reaktanter per. volumen), pH, temperatur og
tilstedevaerelse af aktivatorer eller inhibitorer (heemmere).

De reaktanter, et enzym katalyserer reaktionen mellem, kaldes sub-
strater og et enzym er i reglen selektivt overfor hvilken reaktion det
kan katalysere, det vil sige hvilke substrater det kan reagere overfor.
De fleste enzymer er store kugleformede molekyler med nogle omrader
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Figur 2.5: Enzymaktivitet som funktion af pH. (ref.30)

pa overfladen, hvortil substrater kan bindes. Et sddant omrade kaldes
et "aktivt site”, og er det sted hvor omdannelsen finder sted. Nar et
substrat er bundet til et site er der dannet et sakaldt enzym-substrat-
kompleks. ”

Et enzyms evne til at omsette et givet substrat til produkt angives ved
dets aktivitet. Aktivitet males oftest i enheden mol/sek! eller i mol/sek
- g. protein, hvis der er tale om den specifikke aktivitet. Den specifikke
aktivitet er et mal for aktiviteten i forhold til den samlede mangde
protein.

2.2.1 Reaktionskinetik

Formalet med reaktionskinetikken er at udsige noget om hastigheden af
en given kemisk reaktion. Med hastigheden af en reaktion forstis den
hastighed hvormed udgangsstoffet forsvinder, hvilket stort set svarer til
den hastighed hvormed produktet dannés. I reglen afhenger hastighe-
den af substratkoncentrationen som vist i fglgende afsnit.

2.2.2 Forste ordens reaktipn

Givet reaktionen

11 katal = 1 mol/sek
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A—FB
hastigheden afhaenger af koncentrationen-af A betegnet a“og bliver da
‘ . da_db f
V —:l—t- = zt- = ka

hvor k er hastighedskonstanten. Denne hastighedskonstant forstas som

E
k = ae” FF

hvor Ea er reaktionens aktiveringsenergi?, R gaskonstanten, T' den ab-

solutte temperatur og a er den sakaldte Arrhenius faktor (ref.37).

Hvis den givne reaktion er af anden orden, dvs. at der indgar to reak-
tanter kan reaktionshastigheden afhaenge af produktet af de to reaktan-
ters koncentrationer som vist i fglgende afsnit.

2.2.3 Anden ordens reversibel reaktion
Givet
A+B=C+D

hvor A og B er reaktanter og k; hastighedskonstant for den fremadret-
tede reaktion og k, for den bagudrettede reaktion. Reaktionshastigheden
er da

V= Vfrem - ‘/tilbage = klab - kZCd
og hvis der er ligevaegt, dvs V =0 er

klab = kng
og
cd kl ,
E = k—2 = Iﬁeq

hvor K., er ligevaegtskonstanten eller den reciprokke dissociationskon-
stant (Ks). (RI,T, = Ks)

2Ngdvendig energi for at reaktionen kan forlgbe
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2.2.4 Enzymkatalyserede reaktioner.

Hvordan sndres reaktionskinetikken hvis-der er enzymer tilstede i reak-
tionsblandingen? Enzymer formindsker aktiveringsenergien saledes at
hastigheden hvormed en given ligevaegt indstiller sig for¢ges men selve
ligevaegten eendres ikke.

Det er naturligvis ngdvendigt for cellen at kunne regulere enzymak-
tiviteten, for eksempel hvis der er mangel pa eller produktionen er ved
at blive for stor af et bestemt produkt. Det sidste kan forhindres ved en
simpel feed-back mekanisme, idet det givne slutprodukt i en vis meengde
virker heemmende pa enzymet, der'katalyserer den fgrste reaktion.

Et allosterisk enzym er et enzym, der kan reguleres af andre stoffer, idet
det har ekstra sites til regulatorer. En regulator kan for eksempel veere
det sidste produkt i en lang rakke af reaktioner, hvor det pageldende
enzym maske katalyserer den fgrste reaktion. Ved at slutproduktet
bindes til disse ekstra sites hazmmes enzymet - det vil sige dets aktivitet
falder - og hele kaeden af reaktioner kommer til at mangle substrat.
Dermed falder hastigheden hvormed reaktionerne forlgber og resultatet
bliver at der dannes mindre af slutproduktet. Dette medfgrer sa at
enzymet fra den fgrste reaktion ikke lzengere heemmes af slutproduktet,
sdledes at reaktionerne igen kan forlgbe med "normal” hastighed® - og
der dannes atter en stgrre rnaengde af slutproduktet der kan bindes til
det allosteriske enzym - og sa fremdeles.

Det geelder for mange enzymer at rea.ktlonshastigheden afhenger af
substratkoncentrationen, som vist i figur 2.6. Det antages at der kun
er et substrat ligesom der ses bort fra forskellige former for haeemning.
Af grafen ses at hastigheden neermer sig en maksnnal veerdi (Vm) for
stigende substratkoncentration.

2.2.5 Michaelis-Menten ligningen

Formalet er at beskrive reaktionen mellem et enzym og et enkelt sub-
strat. Michaelis og Menten (ref.40) antager at enzymet og substratet
reagerer reversibelt og danner et kompleks. Dette kompleks omdannes
dernzest irreversibelt til frit enzym samt produkt:

3dette forudsatter, at slutproduktet forsvinder, f.eks. ved at diffundere gennem
cellevaeggen
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Figur 2.6: Reaktionshastighed som fkt. af substratkoncentration.
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E+S=HCc_kEip @)
hvor E er enzym, S substrat, C kompleks "og P produkt. De tilsvarende

smé bogstaver angiver koncentration. Man kan da opstille fglgende
hastighedsligninger (jvnf. afsnittet om reaktionskinetik):

ds C
E = —k+163 + k_lc | ’ (22)
de N | "
= = ~kues+ (koy + ki) (2.3)
de | : |
-gt— = k+168 '—v"(k_l + 1?2)6 (24)
dp ' ‘
—d—t" = kQC . (25)

hvor k er hastighedskonstanter og positive led angiver tilgang og nega-
tive fragang til den pageldende koncentration.

For at lgse dette system af ikke-linezere differentialligninger benyttede
Michaelis og Menten en rakke antagelser om den enzymkatalyserede
reaktion. A

MichaelisMenten forudsatter at dannelseshastigheden af komplek-
set (C) til ethvert tidspunkt er ligesd stor som nedbrydningshastighe-
den, siledes at koncentrationen kan antages konstant i smé tidsrum.
Over stgrre tidsrum vil c selviglgelig @ndres, nar substratkoncentratio-
nen falder, men sndringshastigheden af ¢ antages meget mindre end
hastigheden af enzymreaktionen. Alt i alt satter de % = 0. Igvrigt
gores den antagelse at koncentrationen af frit substrat kan anses at veere
invariant; dvs. at koncentrationen af frit substrat stort set er uendret
i den initiale periode. Det antages siledes at koncentrationen af frit
substrat er lig den totale substrat koncentration. Disse antagelser er
iseer gangbare, hvis den totale substratkoncentration er meget stgrre
end enzymkoncentrationen, hvilket normalt er tilfzldet. En anden sit-
uation som kan fgre til en konstant koncentration af frit substrat, men
hvor substratkoncentrationen ikke behgver at veere meget stgrre, er nar
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substratet tilfgres enzymet ligesa hurtigt som det omdannes. Denne an-
tagelse kan veere gyldig i metabolske synteseveje i cellen.

Ved at addere ligning (2.3) Og (2.4) seééé-(%:ﬁ = 0, hvilket med-
fgrer at e + ¢ = konstant og ved at saztte begyndelsesbetingelserne til
(s,e,¢,p) = (S0, €0,0,0) til tiden ¢ = 0 fas at e + ¢ = ep. Dette sidste
udtryk kan benyttes til at eliminere e fra ligningerne (2.2) og (2.4) og

sa fas

d }

H—:‘ = —k+1603 + (k+18 + k..])C (26)
dc
P kyi1€08 — (kp1s + k-1 + k2)c (2.7)

det vil sige 2 ikke-linezre diffenrentialligninger.
MichaelisMenten antagelse om en steady-state %‘5 = 0 betyder at ligning
2.7 bliver til en ren algebraisk ligning med lgsning

k+160$(t)
t) = 2.8
C( ) k+13(t) + k_l + kg ( )
Ved at indsette dette udtryk i 2.6 fas
ds _ _ k2k+1603(t) Q
dt — kac(t) = kp1s(t) + koy + ky (2:9)

Da man er interesseret i at bestemme hastigheden af reaktionen, det
vil sige finde V ses

dp ds
V= i IE (2.10)
Talt fas da
Vs
=K (2.11)

hvor indeks m angiver MichaelisMenten konstanter , der er givet ved

Vm = kgeo (212)
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og -

K, = M—Ks+—k2— (2.13)
4 kg o ker

hvoraf det ses at hvis k; < k_; er K, &~ Ks. Det erindres at K geelder
for ligeveegt og der ger K,, ikke ngdvendigvis.

Dette udtryk kan iszer bruges til at bestéemme den initiale hastighed for
reaktionen. Det bemarkes, at da k; er den eneste hastighedskonstant,

der indgar vil dette trin blive det hastighedsbegransende trin.

2.2.6 Eksperimentel bestemmelse af K, og V/,

For at bestemme K, og V;, udfra MichaelisMenten ligningen kreever det
naturligvis, at man forudsatter at de betingelser, der indgik i udled-
ningen er opfyldt. Men samtidig ma man forudsatte, at alle andre
faktorer ikke sendres under forsgget, dvs at pH og temperatur samt
evt. metalioner holdes pa et konstant niveau. Hvis disse betingelser
er opfyldt kan man eksperimentelt bestemme K,, og V;, ved at variere
substra.tkoncentrationen og male reaktionshastigheden. En afbildning
af & mod 2 vil s3, hvis der er tale om MichaelisMenten kinetik, se ud
som ﬁgur 2.7. Dette kaldes et Lmeweaver Burke plot og af skaermgerne
med de to akser kan henholdsvis V— og K bestemmes.

Ko er en egenskab ved det pagaeldende enzym og er den koncentration,
der giver V = 1V,,. Dens stgrrelse siger noget om hvor effektivt en-
zymet omsaetter det pagzldende substrat. En hgj K, betyder at der
skal meget substrat til at opna den halve hastighed af den masksimale -
en lav K, betyder omvendt at lav substratkoncentration er ngdvendig.
V,, - maksimalhastigheden - er den maksimale hastighed, der kan opnés
for det pagzldende enzym ved en bestemt enzymkoncentration.V,, afhznger
altsd af enzymmengden, men er uafheengig af substratkoncentrationen.

2.2.7 Kinetiske ligninger for enzymer med mere
end et substrat ‘
I praksis er det sjaldent, at et givet enzym kun har et substrat, idet

det i reglen har to eller flere. De kinetiske ligninger bliver da mere
omfattende og man ma seedvanligvis forudseette at der opstar en raekke
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Figur 2.7: Lineweaver-Burke plot
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kemiske ligevaegte for at udlede et handterbart (i ekspenmentel for-
stand) hastighedsudtryk.

I det folgende beskrives en reaktion (ref.4) med 2 substrater og et
enzym. Det antages at de 2 substrater kan reagere med enzymet i
tilfzeldig orden. Idet A og B er substrater kan rea.ktlonerne skematlsk
beskrives :

A
AN
AN R

7 EHB-)E-I—PRawa’

N EB“/

Figur 2.8: .Rea'tktion i tilfeldig orden

Det hastighedsbestemmende t.rin bliver da ;eaktionen

| | EAB - E + prbdukter o
Der antages at fglgende ligeveegte indstiller sig;

E+A=EA
E+B=EB
EA+B=EAB

EB+ A= FEAB.
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Dette giver 4 tilsvarende ligeveegtsligninger:

(eo——ea—eb—eab)~aéK§‘-ea

(eo —ea —eb—eab) - b = K2 -eb
ea-b= KBeab
eb-a = KAeab

her angiver de sma bogstaver koncentrationer. K’erne er dissociation-
skonstanter for de 4 ligevaegte!. Hastigheden for dannelse af produktet
afheenger af koncentrationen af EAB samt hastighedskonstanterne, det
vil sige

V= keab
Ved at eliminere eab fis
keo
V= (2.14)
K, kE 4 KRR
1 + a + b + ab

hvor K{KB = KAKE

Leddet i teelleren, ke, kan vises at vaere den maksimale hastighed ved
fglgende overvejelser. Nar a og b er store i forhold til KA og K2 | vil
V neerme sig keq, der sa bliver den maksimale hastighed V,,.

Hvis reaktionen med A indeholder et irreversibelt trin for B bindes
til enzymet vil den tilsyneladende® dissociationskonstant vaere nul og
produktleddet i hastighedsudtrykket forsvinder og reduceres til

keo

14 KA K

idet K¢ = :ﬁ ~ 0 hvis k_; er lille eller nul.

4KA er koncentrationen af A, ndr V = 1V;, og B har en hgj koncentration. K2
defineres tilsvarende. K¢ er den tilsyneladende dissociationskonstant af komplekset
med enzymet med A

Sstraekker sig over to reaktioner
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2.2.8 Bestemmelse af kinetiske konstanter

Her geelder som tidligere en raekke forudsaetmnger bestemt af ovenstaende
" udledning. Hvis disse er opfyldt for det pageldende enzym kan de
kinetiske konstanter bestemmes som fglger, idet man som hovedregel
varierer koncentrationen af det ene substrat og holder det andet kon-
stant.

Fe¢rst bemerkes at hastxghedsudtrykket 2.14 kan omskrives til fgl-
gende form;

1 KA4 MR ;14 K2 2.15)
VST Ve a Va 0

hvdket er ligningen for en ret hme, hv1s b holdes konstant og - afbildes
rnod = :

Fgrst males samhgrende vaerdier af 3 og 1 ved forskellige fastholdte
koncentrationer af B. Dette vil give en serie rette linier (se figur 2.10)
- Hvis kinetikken kan beskives med denne hastighedsligning vil alle
linier skaerer hinanden i netop et punkt, som svarer til en koncentration
—-;737,— Dernzest afbildes liniernes skeeringspunkter med 3; aksen mod

1 og man skulle gerne fa en ret linie: I skema 1 ses vaerdier som kan

ﬁndes ‘ud fra skaeringspunkter. Endelig kan haldningskoeflicienter for
de fgrste linier afbildes mod }. Heldning og skaeringspunkt med akserne
kan s& benyttes til at bestemme de kinetiske parametre jfr. skema 1.
Til slut gentages ovenstiende procedure blot ombyttes a og b.
Denne metode er omstzndig og tidskravende og i praksis udfgrer man
kun to malinger. En hvor a har en hgj koncentrationsverdi, og en hvor
b har en hgj vardi. Fordele ved dette er at hgnmgen 2.14, hvis feks. b
er stor reducerer til :

o o
1+ L2

hvilket er identisk med MichaelisMenten ligningen. Ulempen er at man
far bestemt en KA veerdi som afheenger af koncentrationen af B og K§
bestemmes ikke.
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Figur 2.9: Skema 1 (ref.31 p.86)

2.
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Primary plots .
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Figur 2.10: Grafer til kdnStantbestefnmeIse (ref.31 p.85)
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Hvis hvert substrat kun bindes til et specifikt site og der ikke er en
effekt pa nabosites, nar et substrat fgrst har bundet sig er

- K§ =K} og K§ = K2
ligning 2.14 bliver da -

keo
= 2.1
YU o

Det vides iser at vaere enzymer, som tilhgrer grupper af transferaser,
der har en kinetik, der kan beskrives ved denne ligning.

2.2.9 Kinetiske ligninger for enzymkatalyserede
reaktioner med 3 substrater.

Den generelle kinetiske ligning for 3 substrat systemer kan vises (se
feks. ref.39) at veere givet ved

keo

= KA | KB  KC | KAB , KAC |, KBC , KABC
1+__am+_.5m+_;:m+ ab + ac + be + abe

1% (2.17)

hvor KA, KB og KC svarer til MichaelisMenten konstanter. Konstan-
terne KAB, KAC o.s.v. repreaesenterer kombinationer af Michaelis kon-
stanter og tilsyneladende dissociationskonstanter, som afhanger af den
pagzldende reaktionsmekanisme.

De indgaende konstanter kan bestemmes eksperimentelt som for to sub-
strater, blot kraeves langt flere plot. For forskellige fastholdte vardier
af B og C optegnes plot som beskrevet i tabel 2. Proceduren gentages
for fastholdt A og B, og for fast A og C.

2.2.10 Kinetiske ligninger, hvis der er 4 substrater.

Dette kapitel afsluttes med at opskive det generelle udtryk for reak-
tionshastigheden, hvis enzymet har 4 sites (ref.38):

V = keo
T 14 L0+ L1+ 12+ L3
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Figur 2.11: Tabel 2 (ref.31 p.119)
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hvor
K ,’;‘, K ,’3 K¢ K ,,I,f
L0 = + + +

a b c d

KAB KAC KBC
= + +

ab ac be

L1

KAD KBD KCD+KABC

==+t abe

L3

_ KABD + KACD + KBCD + KABCD
T abd acd bed abed

For at bestemme de indgaende konstanter krzeves samme procedure
som for tre substrater, blot fas 19 plot for hver gang 3 substrat niveauer
holdes konstante. Dette sidste neermer sig en uoverkommelig opgave,
men i reglen bliver en lang raekke af de indgaende konstanter nul afthaengig
af de antagelser man ggr sig angaende reaktionsmekanismen. Hvis reak-
tionsmekanismen antages at indeholde et irreversibelt trin mellem hver
substratbinding fas den enkelteste ligning, idet alle konstanter undtaget
K,,’erne bliver forsvindende.

2.3 Biosyntesen

I dette kapitel vil de enkelte trin i biosyntesen af penicillin blive
gennemgaet mere detailleret end i oversigten.Men vi har valgt at fo-
cusere pa oplysninger som kan have relation til den matematiske model.
Kapitlet er struktureret efter selve syntesevejen og de enkelte stoffer
beskrives i den reekkefglge som de indgar i biosyntesen.

2.3.1 Aminoadipinsyre.

Aminoadipinsyre (A) er en af de tre aminosyre, der er udgangspunktet
for biosyntesen af penicillin. Samtidig med at A indgar i syntesevejen
til penicillin er den ogsa en intermedizr i lysinsyntesen (ref.3). Dette
betyder at A poolen er en metabolsk skillevej, idet A er substrat for
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to forskellige enzymer; A reduktase (lysinsyntese) og ACV-syntetase
(penicillin syntese) (ref.6). Umiddelbart indikerer dette at A poolen
kan vecre en regulerende faktor. Hvis L-A (A i L-form, se evt oversigts
afsnit) tilszettes geringsmediet vil den blive optaget og inkorporeret i
ACV (ref.l), dog ferst efter ca. 1 time (ref.4). Forsgg har da ogsa
vist, at penicillin produktionen stimuleres ved at tilszette A til mediet
og man har ligeledes fundet, at der er en signifikant korrelation mellem
hastigheden af penicillin produktionen og den 1ntracellulaere koncentra-
tion af A (ref. 6) :

Imidlertid er A kostbar i ren form, hvorfor man har s¢gt andre veje
til udbytteforbedringer, bl.a. ved at forbedre veekstmediet. Det er iseer
kulstofkilden, der her er afggrende betydning. Hvis f.eks. glucose er
tilsat mediet bliver A syntetiseret og nedbrudt med stgrre hastighed
med det nettoresultat, at A-poolen bliver kraftigt nedsat. Forklaringen
herpa er, at glucose stimulerer fluxen gennem lysinvejen og forhindrer
- dermed at A ophobes. Ved brug af lactose som kulstofkilde saenkes
strgmmen gennem lysmvejen og der er forgget mulighed for dannelse af
penicillin.

Ipvrigt frigives A nar fex tilsattes mediet (ref.5), hvilket giver en
tilgang til poolen af fri A (ref.8). Der har dog fra forskellige sider varet
rejst tvivl om det var den samme konfiguration af aminosyren (ref.1).
A er derfor ikke med i selve penicillin V/G, idet den altsa spaltes fra i
trinnet hvor Pen V/G dannnes.

En anden vigtig og bemeerkelsesveerdig faktor er at A i et vist omfang
ophobes i mediet, det vil sige at den ikke er tilgaengelig for den videre
syntese (ref.8). Pa denne baggrund har man fundet at en af forskellene
pa hgjtydende og lavtydende stammer er de hgjtydendes evne til at
opretholde A-poolen og ikke udskille den i mediet (ref.6).

Sammenfattende har (ref.6) opstillet to biokemiske egenskaber pa
baggrund af undersggelser over 4 forskellige stammers kapacitet til at
producere penicillin: 1) En evne til at opbygge en intracellulzer pool af
A stor nok til at fa en hgj reaktionshastighed for ACV-syntetasen og
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Figur 2.12: Koncentration af A som fkt. af tiden. Data er lant fra
(ref.8).

2) en evne til at danne store mangder af dette enzym og de fglgende
enzymer i biosyntesen af penicillin.

Ifglge ovenstaende har man naturligvis veeret interesseret i at male
poolkoncentrationen som funktion af tiden. Figur 2.12 viser et forlgh 1
ASP-78 (en hgjtydende stamme) (ref.8).

\
|
Koncantration 3f aminoadipineyre

En anden forskningsgruppe (ref.6) har malt koncentrationer til tre
tidspunkter. Deres resultater er optegnet i tabel 3.
Der ses en udmaerket overensstemmelse mellem melleim de to gruppers
malinger.
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TID 4
e |24 |ug |32
fmc' I‘O"'O |o32 | 02%F.

Figur 2.13: Tabel 3. Koncentration af A til 3 tidspunkter

2.3.2 Cystein og Valin

Cystein og Valin udggr sammen med A de 3 aminosyrer, der er udgangsstof-
ferne i syntesevejen til penicillin. Cystein og valin tilhgrer de mere al-
mindelige aminosyrer og deres pools i Penicillium chrysogenum har ikke
vist at give de helt store udsving (ref.1). Begge aminosyrer optrader

i det feerdige penicillin, imodszatning til A, der, som tidligere omtalt,
spaltes fra.

2.3.3 ACV-syntetase.

ACV-syntetase er det fgrste enzym, der indgar i penicillin- syntesen.
Enzymet katalyserer reaktionen mellem A, C og V under forbrug af 3
ATP og slutproduktet bliver tripeptidet (ACV). Syntesen sker ud fra de
3 aminosyrer i L-formen, men ikke pa ribosomerne (ref.1). Fgrst kobles
Aminoadipinsyre og Cystein. Pa nuvaende tidspunkt har man ikke
fundet dette dipeptid (L-A-L-cys) i myceliet (ref.5). En af grundene
til dette kan vaere at dipeptidet forbliver enzymbundet. Endelig sattes
L-valin pa (ref.1) og Valindelen omdannes til D-formen (ref.4) og der
er dannet §(L — o — aminoadipin — L — cystenyl — D — valin). (ACV)

Enzymet er ikke oprenset (karakteriseret i ren form) fra Penicillium
chrysogenum og den endelige reaktionsmekanisme med aminosyrene




40 " KAPITEL 2.

Vmex (aktivitet) som funktion af tiden.
, ~wynietase

“4imer
% @ e

Figur 2.14: Aktivitet af ACV-syntetase som funktion af tiden

ikke kendt (ref.1); men man kender dog raekkefglgen, idet det antages
at forst kobles A til enzymet dernazst C og til slut V. Imidlertid er
ACV-syntetasen blevet karakteriseret i en svamp der minder meget om
Penicillium chrysogenum, Acrimonium chrysogenum. Man har i denne
svamp fundet at aktiviteten har et forlgb, der udviser de samme ten-
denser som cyklasen (ref.4), men pa et andet niveau. Ligeledes mener
man, at enzymet har 3 evt. 4 sites (ref.1).

Ipvrigt er det hos Cephalosporin acrimonium pavist at et lignende
enzym katalyserer reaktionen mellem 6(L —a— A — L — cys) og L-valin
(ref.14).

Pa figur 2.14 ses en aktivitetsprofil for ACV-syntetase, som det antages
at se ud i Penicilliun chrysogenum, men altsa med resultater fra en
analog svamp.

Man har desuden fundet at glucose represserer (mindsker) syntese-
hastigheden af dette enzym (ref.8), samt at hgje koncentrationer af
penicillin V/G kan bremse dets aktivitet (ref.1).

234 ACV

Produktet af fgrste reaktion i syntesen til penicillin er ACV - et tripep-
tid, der senere omdannes til isopenicillin N. I en forsggsgaering ses ACV
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forst efter 24 timer (ref.1) og det findes bade inde i cellerne og i me-
diet. Der foregar abenbart en vis transport over cellemembranen til
vekstmediet. I lavtydende stammer findes lige store mangder intra-
og ekstracellulert, mens hgjtydende stammer har relativt stgrre ACV-
pool, det vil sige mere ACV intracelluleert. . Poolen af ACV er gget i
disse sidstnzvnte og kan gges yderligere ved tilstning af fenyl- eller
' fenoxyeddikesyre til mediet (ref.4).

Ipvrigt kan ACV-biosyntesen gges nar Lysinsyntesen blokeres med
cykloheximid (ref.8).
Medlesammensaetmngen har ogsa indflydelse pa ACV-blosyntesen idet
kulturer, der vokser pa glucose har lavere. syntese i forhold tll kulturer,
der vokser pa laktose (ref.8).

2.3.5 Cyklase

Cyklase er et enzym, der katalyserer reaktionen mellem ilt og ACV
(ref.10), og der dannes isopenicillin N. Reaktionen er irreversibel (ref.1)
og represseres af glucose (ref.1). Cyklasen er ikke membranbundet og
har en molekylevaegt pa 39.000.

Cyklasen findes i en forsggsgeering af Pen1c1lhum chrysogenum 24 timer
fgr det er muligt at detektere penicillin.

Det vides at hgjtydende stammer af Penicillium chrysogenum har ggede
mangder af Cyklase. En sadan hgjtydende stamme er AS-P-78 og pa
figur 2.15 ses aktivitetsniveauet af Cyklase som funktion af tiden.

2.3.6 Iit

It er en vigtig faktor, dels fordi Cyklase kraever ilt, men ogsa fordi de
metabolske processer i reglen kraever ilt ved nedbrydning af organisk

kulstof. Man har vist at hgje ilt-koncentrationer stimulerer Cyklasen
(ref.10).

Forsgg med sma geeringstanke pa 5 liter har vist at for at f3 en hg;j
penicillinproduktion er det ngdvendigt med en koncentration af oplgst
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Figur 2.15: Aktivitet af cyklase som fkt. af tiden. (ref.12)
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ilt pa 25% og undga for hgje cellekoncentrationer (ref.11). Under op-
timale forhold er det specifikke iltoptag 1,6 mmol/g celler/time. Figur
2.16 viser en typisk koncentrationsprofil for ilt.

2.3.7 Isopenicillin N

Isopenicillin N er et intermedizrt produkt i syntesen, dvs en metabolit.
Det skal naevnes, at der er en diskussion om reaktionen til penicillin
V/G gar via 6APA (6aminopenicillansyre) (ref.10). (jeevnfgr oversigt-
safsnittet).

2.3.8 CoA + fex + ligase

Coenzym A-ligase katalyserer fglgende reaktion:

R-CH,—COOH+CoA+ATP = CoA—-SCOR+AMP+PPi+H,0

hvor R er et fenyl- eller et fenoxyradikal. Enzymet er fundet i Peni-
cillium chrysogenum (ref.15) og optrader efter 2 dage og stiger ved 3.
dagen fgr fasen for hurtig penicillinproduktion.
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CoA er en del af cellens biokemi, mens fex skal tilfgres cellen i mod-
~ erate meengder, da det kan have en vis toksisk virkning (ref.3). De
optimale betingelser for pemcnllmproduktnonen er 1,8 mg fenylacetat/g
celler/time. : :

2.3.9 Acyltransferase

Acyltransferases maksimale aktivitet findes efter 40 timers geering og
falder langsomt efter 80 timer. Aktiviteten induceres ikke af fenylac-
etat, ligesom glucose ikke represserer enzymsyntesen.

En/ymet er oprenset og karakteriset til en monomer med en rnolekylevaegt
pa 30.000 u.

Enzymet omdanner isopenicillin N til penicillin ved tilstedeverelse af
fenylacetylCoA eller fenoxyacetylCoA (ref.9).

Tidsvariation for acyltransferaseaktivitet i kulturen AS-P-78 ses i figur
2.17 (ref.7 p.1680).
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Kapitel 3
De forste modeller'

Gennem samtaler med Henrik Mgllgaard naede vi rimeligt hurtigt frem
til forskellige muligheder for at afgraense de elementer af biosyntesen,
der kunne tilleegges betydnmg

Dette system er skitseret pa figur 3.1. I denne grafiske fremstilling af
systemet angives varierende pools med (v). Substrat pools og pools, der
indgar pa subrat lignende méde angives med dobbeltoptrukne rammer,
mens enzympools angives med enkeltoptrukne rammer. Forbindelses-
linierne mellem de forskellige pools angiver processer, der styres af
forskellige parametre. Disse processer er modelleret efter tilgeengelig
viden, rimelige skgn, get eller anvendes som Justermgsredskab alene
- for at undersgge, hvilken virkning en given proces ma antages at have
pa den samlede proces. :

Systemet kan beskrives ved fglgende set af reaktionsligninger:

dannelsen af ACV

3ATP + A+ C +V + Excy =*4V Cyov
—k24cv ACV + Eacv +3AMP + 3PP, (3.1)

PCTLG + EACV ’v‘ﬁ’;iff‘, CAI (32)

C 41 betyder allosterisk kompleks. PenG kan bremse hele syntesen ved
at binde sig til fgrste enzym.

45
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cyklase (v)
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Isopenicillin (v)”

ACV-synthetase (V) |<
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CoA (V)

acyltransferase (v)

fex (v)

————-—ﬂ FexCoA (V)

ligase (V)

"cellemasse (v)"

1 Penicillin G (v)

Figur 3.1: De indgiende elementer i det afgrensede system.
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dannelsen af IsoPenicillin

ACV + 0, + Ecy, = *—ku,c . Crsop
—k2ew [SOP + Ecyk + 2H20 (33)

dannelsen af FexCoA

fe:v 4+ CoA + ATP + EL,g —KlLig Cf zCoA
—k2is ferCoA + Epig + AMP + PP: (3.4)

dannelsen af Penicillin G

fe:z:CoA + ISOP + EAch ‘—klech CPenG
k2"°'” PenG + EACTf + A+ CoA (35)

Ved disse ligninger angiver E;; de forskelhge indgaende enzymer og
Cj:; angiver kompleksbindinger. De sma bogstaver k; angiver hastighed-
skonstanter knyttet til bestemte enzymer. Som det ses af disse reaktion-
sligninger sker processerne fra et substrat til et produkt via dannelsen af
et kompleks. Processen styres af 3 hastighedskonstanter, k1, k1 og k2.
Disse reaktionsligninger kan ikke umiddelbart danne forlag for opstill-
ingen af differentialligninger, da der indgar flere substrater ved hvert
enzym. Man vil derfor veere ngdsaget til at foretage en ”vaegtning” af
substraternes affinitet til enzymet, og dermed af K, veerdierne. Alter-
nativt kan de sammensatte reaktioner splittes op i en raekke delreak-
tioner, som vil blive gennemgdet i det fslgende. '

3.1 Reaktionsligninger
Dannelsen af ACV

3ATP 4+ A+ C 4+ V —oACV-syntetase A0y 4 SAMP + 3PP,

I denne reaktion indgar 5 faktorer, nemlig koncentrationerne af A, C,
V og ATP samt enzymkoncentrationer. Man kan opstille en mere fin
model for reaktionshastigheden, idet man kender rakkefglgen hvorefter
de 3 aminosyrer kobles, og man regner med, at der kreeves ATP til hver
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binding. Hvis antagelsen om at enzymet har 4 sites holder, kan man
opskrive fglgende reaktionsligninger:

ATP + E = EATP — B(PP) + AMP — (36)

E(PP)+ A= Comp' — EA + PP, (3.7)

ATP + EA = EAATP — EA(PP,) + AMP (3.8)
EA(PP) + C = Comp* — EAC + PP, (3.9)

EAC + ATP = EACATP — EAC(PP) + AMP  (3.10)

EAC(PP)+V = Comp® — ACV + E+ PP, (3.11)

PenG + Escv = Cyy (3.12)

Dannelsen af Isopenicillin N
ACV + 0y —Cv¥eee 1SOP + 2H,0

Det vides ikke om ACYV eller O, fgrst bindes til enzymet eller om dette
kan ske i tilfzldig orden. Idet det antages at kunne ske i tilfzeldig orden
kan fglgende reaktioner forekomme

Eacv + 0, = Egyacv — ISOP + E (3.14)
02+E§7—“E02 (3.15)

Eo, + ACV = Eg,40v — ISOP + E (3.16)
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Dannelsen af FexCoA
fex + CoA + ATP —yLigase fexCoA+ AMP + PP,

Det antages at ATP fgrst bindes til enzymet. Det vides ikke om fex
eller CoA herefter bindes til enzymet eller om dette kan ske i tilfeeldig
orden. Idet det antages at kunne ske.i tllfasldlg orden kan fglgende
reaktloner forekomme

ATP + E =E,,.TP | (3.17)

Eusrp + fex ~——‘ EAlTpr:B (3.18)

Esrpfex+CoA :_’ EATpfexCQA — fexCoA+E+AMP+PP; (3.19)
Earp + C’bA = FEarpCoA | (3.20)

EsrpCoA+fex = EagrpfexCoA — fexCoA+E+AMP+PP; (3.21)

Dannelsen af Penicillin G
fexCoA + ISOP —Acvltransferase pen 3 4 A + CoA

Det vidés ikke om ISOP eller fexCoA fgrst bindes til enzymet eller om
dette kan ske i tilfeeldig orden. Idet det antages at kunne ske i tllfaeldlg
orden kan fglgende reaktioner forekomme

ISOP + E = Frsop (3.22)

Eisop + fexCoA = EjsopfexCoA — PenG + E + A+ CoA (3.23)

fexCoA+ E = Ejezcon (3.24)
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Omdannelse til differentialligninger Systemet kan siledes mere
detaljeret beskrives ved 20 reaktionsligninger. Disse kan igen omdannes

til
af

mellem 30 og 50 fgrste ordens, seedvanlige differentialligninger aftheengig
hvilke antagelser, der g¢res om de indgaende substrater!. -

Fordelen ved ovenstiende gystem er at det ikke tager udgangspunkt i

MichelisMenten kinetik. Modelleringen vil kunne beskrive udviklingen

af

de forskellige pools under transiente forhold. Der er saledes ikke in-

darbejdet forudsaetninger om at systemet befinder sig i en steady-state
tilstand. Imidlertid stgder man pa en rakke vanskelligheder. Normalt
bestemmes K, og V.., for enzymer, mens de i dette system indgaende
hastighedskonstanter, k1,k1b og k2 er vanskellige at bestemme. Nu-
merisk vil de ogsa volde problemer at lgse et sa stort system. Dels

er

et system med 30 til 50 differentialligninger i sig selv stort og tid-

skraevende at lgse. Hertil kommer at hastigheden af de ingaende pro-
cesser i systemet er meget forskelligt, hvilket vil medfgre et sakaldt stift

differentialligningssystem 2.

2

Et sadant problem kan lgses ved at identificere de hurtige, men kvan-
titativt sma processer og isolere dem fra systemet (f.eks. ved at an-
tage at de har en konstant veerdi). Efter at have arbejdet med dette
udgangspunkt i et godt stykke tid valgte vi imidlertid at opstille en
model efter andre principper, hvor vi bade kan takle flersubstrat prob-
lematikken uden at skulle skgnne over usikre tidskonstanter og samtidig
far isoleret de hurtige processer. Denne model bliver gennemgaet i det
kommende kapitel.

'Hvis man gnsker at modellere substratkoncentrationerne som funktion af sys-

temets udvikling afstedkommer det flere differentialligninger. Hvis substratkoncen-
trationerne antages at have et konstant niveau behgves ingen differentialligninger

til

5),

at beskrive dem
%I en algoritme, der selv justerer l&ngden af sit integrationsskridt (se kapitel
vil de hurtigste processer, (der vil vare indstillingen af ligevagten mellem sub-

strat/enzym og det kompleksbundne enzym) medfgre meget sma integrationsskridt.
De kvantitativt stgrre og langsommere processer, (der er omdannelsen fra substrat

og

enzym og til produkt og enzym) vil derfor blive beregnet med et meget lille

tidsskridt. Resultatet er at tidsforbruget for den numeriske lgsning vil vokse mod
uacceptable hgjder.




Kapitel 4
Opstilling af model

For at lgse problemet med at koble flere substrater sammen i den samme
reaktion og at kunne anvende de opgivne stgrrelse V,, og K,, direkte
har vi baseret vores endelige modelarbejde pa den model, der beskrives
i dette kapitel. I det fglgende gennemgss de antagelser og forudsaet-
ninger, der benyttes til opstilling af flersubstratmodellen.

4.0.1 antagelser

Homogenitet: Viantager, at der forefindes homogene forhold overalt
i geeringskulturen. Dette rummer fglgende antagelser.

a. der er homogene forhold inden i cellen. Vi ser saledes bort fra kom-
partmentering og dermed forsinkelser som fglge af transportproblemer.
b. vi antager at alle celler er ens. Der hersker de samme forhold i unge
og gamle celler. Altsa en homogen cellemasse.

c. vi antager at der er ens forhold i hele mediet. Dette fremmes ved en
stadig omrgring i geeringstanken.

Talmateriale Det talmateriale, der indgar i modellen stammer fra
malinger pa forskellige stammer. Vi antager alligevel, at de kan bruges
feelles for en typisk stamme (vores model stamme).

MichaelisMenten kinetik Specielt for modellen, der gennemgas i
dette afsnit antager vi, at processerne i syntesevejen kan beskrives med
MichaelisMenten kinetik.
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I modsztning til den model der er beskrevet i foregaende afsnit, er
denne model mere enkel i sin opbygning og indeholder derfor ogsa en
reekke yderligere antagelser. Grundlaget for denne model er de kinetiske
ligninger, der er omtalt i afsnittet om enzymkinetik og derfor fglger de
enzymbkinetiske overvejelser, de antagelser, der 13 til grund for disse
hastighedsudtryk.

Fordelen ved denne model er bl.a., at hvis der fremkommer nye data
eller der suppleres med nye malinger kan de tilsvarende gamle konstan-
ter udskiftes med nye. Det havde selvfglgelig vaeret det ideelle, hvis alle
hastighedskonstanter var kendte og den gamle model kunne anvendes,
uden at man skulle skgnne over vardier i en grad, der 1a uden for vores
kompetance. Hvis disse hastighedskonstanter engang bestemmes, kan
den gamle model benyttes, men indtil da synes modellen i dette afsnit
at veere pa mere fast grund. Skematisk kan biosyntesen opskrives somn
pa figur 4.1.

For at opstille hastighedsudtryk for de enkelte reaktioner er det ngd-

vendigt at overveje hvor mange sites, de enkelte enzymer har og i
hvilken raekkefglge substraterne bindes til disse sites, da det er afggrende
for kinetikken.
Der er tidligere i rapporten argumenteret for, at det fgrste enzym i syn-
tesen, ACV syntetase kan betragtes som et enzym med 4 sites. Rackke-
fplgen for substraternes binding er kendt og fgr hver aminosyre bindes,
findes en irreversibel reaktion, hvor ATP bindes. Det antages der-
for at kinetikken kan beskrives ved ligning 4.1. Det svarer til, at den
generelle ligning (se afs. om enzymkinetik), hvor led med produkter af
substratkoncentrationer antages forsvindende. Dannelseshastigheden
af ACV er da givet ved

Vmaxl
KM, KMcy, KMa:
+ [Amini + IC; + Val + iA?P
hvor V4 angiver maksimalhastigheden. Denne maksimalhastighed er

proportional med aktiviteten for det pageldende enzym og antages at
afhaenge af tiden. Kantede paranteser angiver koncentration.

(4.1)

acy —




|

Aminoadipyl (v{n "Cysteip (K)“ Valin'0<)

ATP (K)

H |

ILT (v) —

ACV (V) “

cyklase (V)

" Isopénicillin’(v)"

ACV-synthetase (V) |<——
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CoA (K)

acyltransferase (V)

——f———ﬂ .FexCoA (v)

ligase (V)

Penicillih'G (V)

cellemasse (V)|

Figur 4.1: Biosyntesen som den modelleres
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Dannelsen af isopenicillin er katalyseret af cyklase, et enzym med
formodentlig 2 sites. Det antages, at nar fgrst det enc substrat er
bundet zndres bmdmgsevnen for det andet 1kke Hastlghedsudtrykket
bliver da

Vmazx,

V;'sop = KMg.w | KMiyKM,
1+ K [m] + et T T

(4.2)

Ligasen, der indgar i dannelsen af fexCoA har 2 evt. 3 sites, og
hastighedsudtrykket antages givet ved

Vma:cg

Viescoa = KMj.; KMeoaK M, (4.3)
1+ {Coa} + Tt [Fex} + [ATP] + [C oa][Fex)

Endelig antages hastigheden for dannelsen af penicillin at veere bestemt
af fglgende udtryk, der ved samme overvejelser som for cyklase giver

dpeng Vmaz,
KM KM; KMjescoa Kk Misop
excoa '3 excoa (2]
dt 1 + [fexcoa] + Tsop [1s0p] + [fexcoa][isop]
Da ligning 4.1 kun udsiger noget om, hvor mange molekyler der dannes,
og ikke hvormange der forbruges til at danne ISOP ma der naturligvis

vaere et fradrag fra ACV-poolen, og dette antages netop at veere bestemt
af hastigheden hvormed ISOP dannes - dvs

(4.4)

dacv

Vmazy
KM KM
dt 1+ Samin ¢ o Cye 4 Kpfval ) o et

VmaxQKM KM, (4 5)
KM X
m + e+ TilfaeeT

Poolen af ISOP kan bestemmes af:

disop

_ Vmazy
- KM, KM, A Mge
dt T+ Tacyl t T EeT
_ Vmazy (4 6)
1+KMJc:coa +misgz KMjc:coaKMiaop :
ifexcoa)] ' {1sop) {fexcoaj(isop}

Endelig er hastigheden for PenG
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dpeng - Vmaz, (47
dt 1+ KM[excoa + KM,, + Mi.zcoa K Miso ) )
{fexcoa) [1sop] [iexcoa][xsop]
Hvor fexCoa bestemmes af :
dfexcoa Vmasy
- K oa
dt 14 8Meqay IS+ e
Vmaz v
- +I‘M[e:coa+RM::::_:I‘M]e:coaKMiaop ’ (48)
fexcoa) [isop] (fexcoajjisop) -

I ovenstaende ligninger antages alle V,,,, veerdier at afhaenge af tiden,
ligesom koncentrationen af Aminoadipinsyre, ilt, Fex og naturligvis
de variable ACV , isop , fexcoA og PenG. For de neermere overvejelser
angaende parametre og variable henvises til afsnittet om data til model.

4.1 Data til model

Data stammer fra (ref.8, ref.9, refl0).

4.1.1 ATP

Koncentrationen antages konstant i hele forlgbet med veerdien [AT P} =
1mM. For ATPs binding til Escv kendes skgn over Ky ATP = 1mM
(He.M.). Argumenter for at ATP kan betragtes som konstant er fgl-
gende: ATP indgar stort set i alle processer i cellen, hvorfor cellen
sansynligvis vil opretholde et konstant niveau. Det formodes igvrigt
(Dixon og Webb, 1979) at ATP bindes til enzymet umiddelbart fgr
"hver binding af aminosyrene. Der ses bort fra AMPs og PPi eventuelle
indflydelse, nar de fgrst er spaltet fra.

4.1.2 Aminoadipinsyre

Koncentrationen af Aminoadipin ses pa figur 2.12 pa side 36. Jaevnfgr
Henrik Mgllgard viser denne kurve tendenser i koncentrations forlgbet.
Dec udleverede tal var en veerdi for ¢t = 48 timer og Henrik Mgllgaards
(He.M) forslag gar sa pa at "flytte” kurven op til dette niveau. En
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begyndelseskoncentration omkring 0.3mM er derfor rimelig. Udfra den
foreliggende kurve er det ikke muligt at afggre, om trends skyldes stign-
ing/fald i syntesen af aminoadipinsyre eller omdannelsen til andre stof-
-fer. Husk ogsa pa at der i ligningen for dannelsen af PenG ogsa dannes
Aminoadipin. Igvrigt haves en K, overfor enzymet: K,, = 100uM.

4.1.3 Cystein

Koncentrationen af cystein antages konstant [C] = 0.8mM (data He.M.),
begrundelsen er at cystein indgar i sa mange processer i cellen, at denne
tilneermelse ma vere realistisk. K,, overfor enzym K,, = 100uM

4.1.4 Valin

Koncentrationen szttes som for Cystein konstant med veerdien [V] =
0.3mM (data fra He.M.). K,, overfor enzym K,, = 100pM

4.1.5 Acvsynthetase

De fglgende data er baseret pa streptomyses, en organisme der skulle
have analoge mekanismer og vardier for K,, og V,. lfglge He.M. er
aktiviteten i crude til tiden ¢ = 24 timer : A = 0.7—2kL__  Ak-

g raat protein’

tiviteten kendes ikke til andre tidspunkter, men He.M. foreslar at denne

aktivitet fglger cyklasen, dvs. samme differentialkvotient, men naturligvis
pa et andet niveau. Da den benyttede enhed i modellen er %” omreg-

nes ovenstaende aktivitet som fglger.

A= 0 nkat o7 nmol
~ 7' graat protein - g protein

Jvi. He.M. er der 2.4 ml indre volumen pr. gram rat protein, dvs.

_0.7-10"°mol/s
T 241073

A =1.05mM/t

Denne stgrrelse er sa et udtryk for den maksimale hastighed. Ved at
sammenligne med cyklasen fas et forlgb som i figur 2.14 péa side 38:
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Iltoptag som funktion af tiden
fa Maloiznal Hkoncenireticn §,1 m

Figur 4.2: Koncentration af ilt som fkt. af fermenteringstid

Ved at indleese disse data i modellen for V] faset mere realistisk forlgb,
idet der tages hensyn til cellens veekst og evt. produktion af mere
enzym.

4.1.6 Ilt.

Den maksimale iltkoncentration er i begyndelsen af fermenteringsforlgbet
1.1mM i vaekstmediet og denne veerdi falder i lgbet af fermenteringen.
(ref.12) har malt iltkoncentrationen i forlgbet og kurven er vist pé figur
2.16 42. Vi benytter deres kurve, men med det maksimale niveau pa
1.1 mM. Se figur 4.2
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Figur 4.3: Aktivitet af ligase som fkt. af fermenteringstid

4.1.7 Fex

Fex tilsaettes processen lgbende. Denne tilsztning er modelleret som
en tilsaetning pa 2 mM til tiden 0, herefter falder niveauet i lgbet af de
farste 4 timer til 0.0167 mM. Dette niveau holdes konstant i resten af

tidsforlgbet.

4.1.8 Cyklase
Data stammer fra (ref.9) se figur 2.15 pa side 40.

4.1.9 Ligase
Forlgbet af ligasen antages (He.M.) at fglge acyltransferasen og kurven

pa figur 4.3 viser forlgbet, som vi legger ind i modellen.
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4.1.10 Acyltransferase.

Aktiviteten af a,cyltra.nsferase er givet ved kurven pa ﬁgur 2. 17 pa, sxde .
42, hvor méledata stammet fra. (ref8). .00 : -

4.1. 11 CellemasSe.

Cellemassen i tgrvaegt er optegnet i ﬁgur 4.4, hvor data stammer fra
(ref.9). o

De anvendte Km veerdier fremga.r af medf¢lgende program Se brugerve—-.
Jledmngen x : :
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Kapitel 5

Simulation af modellen

5.1 1.ordens,ikke-lineser, szedvanlig vek-
tordifferentialligning |

Resultatet af modelovervejelserne i de foregaende kapitler er nedenstaende
‘system af differentialligninger.

dacv . 'Vmaz:ﬂt[ .
- KM, . KMcg KM KMy
dt 1+]Ammit§i+ D ,+ |Vai‘ + |A§GF|
— e e (5.1)
M . KM, : .
14+ e+ e + T SaeeT-
dZSOp _ Vmaza(t)
- KM; KM, KM, KM,
dt 4 o+ Tacht + TrbimaevT
~ s (5.2)
1+KM]e:tcoa +KM|'aop KM¢ezcoa S Misop :
fexcoa] " {isop} ' (fexcoaj(isop)
dfexcoa Vmazs(t)
= I3} M RM,;, RMcoaRM
dt 1+ Coa + Fex :’+ |A§G‘P I + |Coa||Fez?te“:
_ Vmazy(t) ( 5 3)
1+ KM]ezcoa +KMia@+ KMfercoa?Misop *
fexcoa) ' (isop)] {fexcoaj(isop)
dPeng — Vmaz(t) (5 4)
4 dt 1+}‘M]ercoa+KMc'wp KMy ercoa* Misop :
(fexcoa] * (1sop) “ifexcoajlisop]
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For bedre at kunne gennemskue dette system foretages omskrivninger
til en mere generel form, der fremhaver de afhzngige variable z;.
Michaelis-Menten konstanterne, KM, benaevnes k;, hastighedskonstan-
terne Vmaz; benzvnes V; og de substratpools, der antages konstante
benzvnes p;. Efter omskrivning ser systemet saledes ud: -

dz, Vi v,
TN W W S R Ty ) (5.5)
dz, Ve v, y
At T 1+ BB ERE T kR Rk (5.6)
dzs Va v,
_‘E=1+§}+§§+§f§—1+§§+%+%§ (5.7)
- “ (5.8)

I 3 3 kok
e

Det her opskrevne system kan imidlertid ggres mere gennemskuelig
ved at sammenstraekke alle konstanterne (k; V; p;), idet de alle indgar i
systemet pa samme made (nemlig som konstanter). Resultatet bliver
fglgende, idet konstanterne benavnes K :

diL‘l_Vl(t) V (5.9)
d K 14K+ '
dra___Ja va 5.10
dt  1+K,+5% 1+5& Ky K (5.10)
i Vs 5.11
[N AR N 1
d114 V4
i £ F— (5.12)
d 1+ 3+t s

Lader vi nu x = (1, 22, %3, 24), X! = (z}, T3, T4, x4) og f betegne de fire
funktioner pa hgjresiderne af lighedstegnene kan systemet pa kort form
opskrives vektor differentialligningen:

x' = f(t,x)
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Det ses at systemet er seedvanligt (eller ordinert), idet der kun indgar
ecn uafhengig variabel ¢, mens resten x er afhengige.

Endvidere at det er et l.ordens system hvor der kun indgar den 1.
afledede af funktionen i ligningerne. Systemet er ikke-linesert, da der i
ligningerne ingar produkter, mellem de afhangige variable.

5.2 Eksistens og eentydighed

Til et system af ovennzvnte type kendes, der ingen generel, analytisk
lgsningform. Vi ma derfor lgse systemet med numeriske metoder. Vi
kender begyndelsestilstanden, (to,Xp), og vi har fastlagt en reekke regle1
(dxfferentmlhgnmger) for systemets videre udvikling. Men fgr vi kan ga
igang med at lgse systemet ma vi overbevise os om, at der eksisterer
lgsninger til netop det sat af differentialligninger vi er fremkommet
med. I modsat fald vil de numeriske metoder, vi anvender returnere tal
helt uden mening for vores problem. For uden eksistensen af lgsninger
har vi ogsa brug for at fastleegge eksistensen af en entydig lgsning nar
systemets begyndelsestilstand er kendt. Vi kan her hjalpes af satnin-
gen for eksistens og eentydighed for sasdva,nllge differentialligninger af
1. orden. : :

Seetningen for eksistens og eentydighed
Nar f(t,x) : @ = V, (V = (Rk/C¥)) er kontinuert p4 en 4ben mzngde
21 R x V og lokalt opfylder en Lipschitz betingelse, da findes der for

ethvert punkt (t,%5) € Q en og kun en maksimal lgsning ¢ : J — V
til differentialligningen

Y =i(t,_)_(_)

for hvilken, to € J og é(ts) = Xo-

[slut : | |
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|Lipschitz-betingelse

En Lipschitz-betingelse kan narmere karakteriseres ved -

Lad Q veere en aben delmangde af R x V.(V = (RK/Ck)).

En funktion f : @ — V siges at opfylde en Lipschitz-betingelse i en
delmengde = af 2, hvis der findes et C > 0, sa at

”i(ta-:p-l) __f_(t1-1-:-2)|| < C“ll —KZH’V(talI)’(tviZ) €=

Funktionen f : siges at opfylde en lokal Lipschitz - betingelse i =,
hvis der for ethvert (to,20) € = findes en omegn, hvori f : opfylder en
Lipschitz - betingelse.

En tilstreekkelig betingelse for at f : lokalt opfylder en Lipschitz -
betingelse i  er at

1) f: er kontinuert

og 2) at f : har kontinuerte partielle afledede efter x i Q.

[slut

Som det fremgar af de her to nzvnte satninger skal vi undersgge om
vores system lokalt opfylder en Lipschitz betingelse fgr vi kan ga over
til en numerisk lgsningsmetode. Det er tilstraekkeligt at underspge om
1). f er kontinuert og om 2). f har kontinuerte partielle afledede efter
X.

5.2.1 Kontinuitet
Som eksempel tages f;:

do K W
d Ky 1+K,+%

Det kritiske punkt for kontinuitet i ovenstaende ligning er navneren i
det sidste led. Da alle de indgaende konstanter er positive ses det at f;
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er kontinuert, hvis det kan godtggres at navneren ikke skifter fortegn
ved varierende verdier af z;. Da alle de athzngige variable, x, i dette
system modellerer koncentrationer, der ikke kan vere negative, kan vi
tillade os at forudsaette udgangsbetingelsen, (o, x(%o)), hvor z;(ts) >=
0,2 =1,2,3,4.) Herefter ses det at z,, ikke kan blive negativ, da

L Vs —-)E forz; =0
Ki 1+K+&% "K'

Med andre ord vil ovenstaende ligning sikre mod at z; bliver negativ.
Samlet ses det at f; er kontinuert, under den rimelige forudsatning at
t1(to) > 0. De samme argumenter kan gennemfgres for funktionerne

fbafsaf;'

5.2.2 Partielle afledede

Som eksempel pa de kontinuerte partielle afledede anvendes her funk-
tionen fy: '
dxg D@ ‘Q

At 1+ K +% 1B Ky K

T3T2

Alle f3’s partielle afledede efter x skal vare kontinuerte. Vi differen-
tierer fgrst efter z;. Herved holdes 2,3, z4 konstante hvorved det an-
det led i ovenstdende udtryk forsvinder ved differentiationen. Tilbage
bliver at differentiere det fgrste led. Ved fglgende substitutioner a =
V2, b =14 K309 c = K3, fas udtrykket '

a
b+ =

Ved at differentiere dette udtryk fas resultatet:
af, ac

0zy  (bzy +¢)?

T de simuleringer af systemet, vi faktisk foretager er de afhaengige variable, x,
alle lig 0, som udgangsbetingelse. I brgken f—ll er det naturligvis ikke tilladt at
have z; lig med nul, derfor ganges ligningen igennem med z; ved den numeriske
lgsning af systemet. Det er imidlertid lettere i analysen at anvende det her anvendte
udtryk.
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Det ses at tzelleren er en positiv konstant, mens naevneren altid vil veere
positiv. Derfor er den partielle afledede kontinuert.

Ved differentiation af f, efter henholdvis z3, 23, z4 vil forste led af f,
vaere en konstant, der forsvinder ved differentiation. Det andet led vil-
vaere af samme generelle form som ved differentiation -efter z;. Alle.
f3’s partielle afledede efter x vil saledes vare kontinuerte. Den samme
argumentation kan fremfgres for f, faog fs. Det er saledes klart at
vores system lokalt opfylder en Lipschitz betingelse under antagelse af
at .'L‘,'(to) > 0, 1= 1,2,3,4.

5.3 Numerisk Igsning

Den numeriske Igsning til et differentialligningssystem er en tilnzermelse
til den analytiske lgsning. Vi anvender en 4. ordens Runge-Kutta
metode til lgsningen af vores system. Dette er en differens metode,
hvor lgsningen beregnes ved et antal diskrete punkter. Beregningen af
punktet til tiden ¢;, (x,), sker pa baggrund af den beregnede veerdi
af punktet til tiden ¢,_,, (X,,_,). Le¢sningen udvikles sekventielt med
udgangspunkt i begyndelsesvaerdien til tiden to, (x;,). ? Afstanden
mellem t; og t;+; kaldes integrationsskridtet og benavnes med A. Inte-
grationsskridtet kan vare af fast stgrrelse i hvilket tilfeelde, der geelder
at t;41 = t; + h, men kan ogsa veere at varierende stgrrelse i hvilket
tilfeelde, der geelder at t;,; = ¢t; + A;.

5.3.1 4.ordens Runge-Kutta

I en 4.ordens Runge-Kutta beregnes veerdien i hvert nyt punkt som
et veegtet gennemsnit mellem 4 beregninger, k;. For fast integrations-
skridt, h, ser algoritmen saledes ud:

1
Xot1 =X, + E(kl + 2ky + 2k3 + ky)
hvor

kl = hi(tna Kn)
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k2 = hi(tn + "2!’ X, + %kl)
ks = hf(t. + %, x, + 1k2)
k4 = hf.(tn + ha'zc.n + k3)

5.3.2 Fejlkilder

Ved numeriske beregninger er den fremkomne lgsning udsat for forskel-
lige fejlkilder. Her skal naevnes 2. . o »
Afrundingsfejlen (round off error), der skyldes at beregningerne fore-
tages med en endelig ngjagtighed. '

1 eksempel A
Denne fejlkilde er maskinspecifik, men kan illustreres med et eksempel
fra en lommeregner (HP 32s): ' ‘

1 1 2 -12
(§+3)—§—. 10~

Programmet, der anvendes til at simulere vores model er skrevet i Turbo
Pascal. Uden numerisk coprocessor arbejder programmet med 11 bety-
dende cifre, mens programmet med numerisk coprocessor -arbejder med
16 betydende cifre. Afrundingen foregar som bekendt p3 det sidste cif-
fer og fejlens storrelsesorden pa et konkret tal,x, er derfor henholdvis
zx107' og z % 10718, '

Tilnermelsesfejlen (truncation error), som skyldes at det egentlige prob-
lem, vi gnsker at lgse, erstattes af et andet problem, hvis lgsning ikke
er ngjagtig den samme. Med vores system er vi ikke istand til at finde
den analytiske lgsning. Derfor velger vi en anden metode, som giver
os en tilneermet lgsning. Afvigelsen mellem den analytiske lgsning og
den numeriske lgsning i et givet punkt er tilnzermelsesfejlen.®* Den
beneevnes ogsa ofte som diskretiseringsfejlen for at understrege at den

3Nar vi i dette tilfzlde forudsatter lgsningen beregnet pi en maskine med uen-
delig ngjagtighed
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ofte fremkommer ved at ggre et uendeligt problem endeligt (diskret).
Tilneermelsesfejlens stgrrelse varierer fra metode til metode og er for en
4.ordens Runge-Kutta en funktion af integrationsskridtet, k. Fejlen for
det enkelte integrationsskridt opgives til at vare O(h®) (ref.34), hvilket
er godt set i forhold til Eulers metode, der opgives til O(A?) eller 2. or-
dens Runge Kutta, der opgives til O(h®). Prisen for denne ngjagtighed
er 4 beregninger pr. integrationsskridt, mod Eulers 1 beregning pr.
skridt.

Begge de her navnte fejlkilder kan synes at give udslag af sa ringe en
stgrrelse at man kan se bort fra dem. Dette er imidlertid ikke tilfeeldet.
Ved differens metoder foretages mange successive beregninger, der som
tidligere navnt bygger pa hinanden. Man kan derfor opleve at fejlene
ophober sig (error propagation) og bliver til stgrrelser af betydeligt om-
fang. Det er derfor ngdvendigt at foretage en konkret fejlvurdering ved
anvendelsen af en bestemt metode til et bestemt problem.

2 eksempel

Hvis man med et Turbo Pascal program pa en datamat uden numerisk
coprocessor summerer tallet 0.1 120000 gange, skulle man vente at fa
resultatet, 12000. Resultatet bliver imidlertid 11999.999476, hvilket
giver en fejl pa 0.000524. Ved de fleste problemer (herunder vores) vil
man kunne se bort fra fejl af denne stgrrelse. Men i nogle tilfeelde kan
det have betydning.

5.3.3 Konvergens

Ved numerisk analyse er det naturligvis af interesse at finde ud af
hvor tet pa den analytiske lgsning vi kan komme. Vi gnsker at vide
om vores numerisk lgsning konvergerer. Ved 4. ordens Runge Kutta
afheenger dette forhold af problemets beskaffenhed og af valget af in-
tegrationsskridtets stgrrelse. Ved konvergens vil vi forsta at en hvilken




AFSNIT 5.3. - 69

som helst gnsket ngjagtighed® kan opnds for ethvert problem, der op-
fylder Lipschitz betingelsen ved at velge et tilstrekkeligt lille integrati-
onsskridt.(ref.33).

Ved lgsningen af vores differentiallignings model kan vi altsd komme
vilkarligt teet ps den analytiske lgsning ved at anvende meget sma in-
tegrationsskridt. Der er dog i praksis en nedre greense for konvergens,
som bestemmes af afrundingsfejlen. Mindre integrationsskridt med-
fgrer flere beregninger, som-igen medfgrer flere afrundingsfejl, der kan
ophobes og fjerne den numeriske lgsning fra den analytiske lgsning.

5.3.4 wvalg af skridtleengde

\_/ores‘ model bygger pa en lang rakke antagelser, der betyder at store
krav til ngjagtigheden er uden reelt indhold. Modellen bliver anvendt
pa 2 mader. ‘
For det fgrste giver den et skgn over hvilke vardier, der kan forventes
at blive opniet for specielt dannelsen af Penicillin G ved et givet valg
af parametrene. For disse absolutte talstgrrelser er det tilstraekkeligt
med en ngjagtighed pa de 2 fgrste cifre.

For det andet anvendes modellen til sensitivitets undersggelser af de
forskellige komponenters indbyrdes indflydelse. Disse undersggelser
sker ved hjalp af sma perturbationer af talstgrrelser (1 procent eller 1
promille), hvorefter de relative @ndringer af koncentrationerne males.
Ved disse relative undersggelser har vi brug for en stgrre ngjagtighed,
idet nogle af &ndringerne kan veere sma. Vi gnsker en ngjagtighed her
pa 5. cifre. '

Kravet om ngjagtighed motiverer til valg af sma veardier for integra-
tionsskridtet. Men ved den praktiske anvendelse af modellen, hvor
virkningen af mange parametres indflydelse skal fastleegges gennem sep-
arate kgrsler, er det vigtigt at opna en hurtig afviklingshastighed. Dette
er ensbetydende med faerre beregninger og dermed med gnsket om et
stgrre integrationsskridt.

Imellem disse interesser skal integrationsskridtet fastlaegges. I praksis
gores dette ved at begynde med et stort integrationsskridt og derefter
af afvikle kgrsler med halveringer af skridtleengden indtil den gnskede

4Nar vi forudsatter lgsningen beregnet pa en maskine med uendelig ngjagtighed
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Penicillinmengde son fkt.af tiden
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Figur 5.1: Koncentrationen af Penicillin G (re+4 9)

ngjagtighed er opnaet. Dette er tilfzeldet, nar 2 pa hinanden fglgende
kgrsler med henholdsvis skridtleengden h og % resulterer i de samme tal
pa de betydende cifres plads.

5.4 Vurdering af simuleringer fra mod-
ellen

I det fglgende sammenholdes forskellige kgrsler med simuleringspro-
grammet med det, der foreligger i litteraturen for dannelse af penicillin.
Kurven pa figur 5.1 ses at have sigmoid form med et slutniveau pa
omkring 4 mg penicillin/ml fermenteringsvolumen. Dette svarer til ca.
12 mmol/l. 1 vores model ser vi imidlertid bort fra transport af peni-
cillin over cellemembranen, dvs. vi antager reelt at volumen intracel-
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34

3 nornal -

n PanG slutniveau @ 20 .

g PenG 172 ti1 tiden 64  tiner

H vg R % 126 Houngy
Figur 5.2: model kgrsel

luleert er den samme som fermenteringsvolumen. Da cellemassen udggr
10 - 15 % af fermenteringsvolumen ma vi regne med, et slutniveau pa
lidt under 100mM. Ved at betragte den kurve (figur 5.2), som simu-
leringen giver uden @ndring ses at forlgbet ikke helt passer med den
sigmoide form og slutniveauet er lidt lavt. Hvis man f.eks. ganger
acvsynthetasen med en faktor 2.2 eller 2.1 fas en sigmoid kurve med
et passende slutniveau. Der henvises igvrigt til disketten, idet leeseren
s& selv kan afprgve resultatet af forskellige eendringer. Der skal dog
knyttes fglgende kommentarer til:

Niveauet af acvsynthetasen forekommer lidt lavt. Denne aktivitet er
1&nt fra en anden organisme og det kunne tyde pa at den i Penicillium
chrysogenum har en hgjere veerdi.

Endelig bgr det bemeerkes, at der i litteraturen er en forskel pa de
data, der er malt pa niveauet af acyltransferase. Den veerdi der er
medtaget i modellen er den laveste (ref.9). Ved at sette faktoren (se

brugervejledningen) til 10 p3 acyltransferase fas et forlgb, der svarer til
(ref.8).

Endelig mener Henrik Mgllgaard, at niveauet pa ligase er meget hgijt,
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-- 2.2xacvauntase, 1igased. 1, 10scitransfa.
PenG slutnivesy : 40
- PenG 3/2 til tiden @ [34 tiner

P L At e

Figur 5.3: Koncentrationen af Penicillin G

hvorfor en faktor pa 0.1 ikke vil veere urealistisk. Ved at benytte
ovenstdende sndring fas et forlgb med en sigmoid kurve med et slut-
niveau pa 60mM (se figur 5.3).



Kapitel 6

Metabolsk kontrolteori

6.1 Kontroltebri

Kilder til dette afsnit er (ref.19,22,23,29). Biologiske organismer benyttes
idag i stor stil til produktion af forskellige organiske stoffer. En sddan
biologisk organisme kan f.eks. vare en Penicillin svamp, der fermenteres
med det formal at fa dannet penicillin. Man er naturligvis interesseret
i at gge udbyttet af denne metabolit og i forbindelse med forskellige
gensplejsningsteknikker er man istand til at regulere svampens syntese
‘af f.eks. et specielt enzym. Men fgr dette arbejde indledes vil det veere
veerdifuldt med viden om de enkelte enzymers samspil i den metabolske
syntesevej. Et redskab hertil er den metabolske kontrolteori, idet man
ud fra denne kan give kvalificerede bud pa hvilke faktorer, der er reg-
ulerende i den pagaldende biosyntese. Ngdvendigheden af en sidan
teori beror pa, at der i et biokemisk system er mange faktorer, der
kan have indflydelse pa dannelsen af det aktuelle produkt. Studiet af
biokemiske reaktioner indeholder traditionelt et kvalitativt aspekt. Den
kvalitative beskrivelse af biokemiske systemer indeholder oplysninger
om den metabolske syntesevej - dvs. hvilke metabolitter der dannes ,
hvilker reaktioner der foregar, og hvilke enzymer der katalyserer disse
reaktioner. Den kvantitative del kommer fra viden om de enkelte en-
zymers kinetik, eventuelle aktivatorer eller inhibitorer, samt koncentra-
tioner af de indgaende stoffer. Kontrolteorien forsgger sa at kombinere
de kvalitative treek med de kvantitative. Som tidligere neevnt i projek-
tet er det et vigtigt punkt i undersggelsen af biologiske systemer kun

73
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at variere en faktor og holde alle andre konstante . Pa denne made
kan man slutte at andre endringer i systemet ma vare afstedkommet
af denne ene variation. F.eks. kan man variere koncentrationen af et

enzym-og undersgge hvilke @ndringer der sa sker i resten af systemet

-.hvor meget &ndres f.eks. dannelseshastigheden-af produktet. Sys-
temet ma antages at veere i steady state - dvs. at koncentrationen af
de intermediaere metabolitter er konstant. Ligeledes ma bade det vol-
umen, hvor reaktionen foregar, og enzymkoncentrationerne vare kon-
stant. For at undersgge et system er det vigtigt, at identificere parame-
tre og variable. Parametre er konstanter sa som Michaelis konstan-
ter, hastighedskonstanter, enzymkoncentrationer (under forudsaetning
af at de er konstante) etc. De variable er koncentrationsniveauer af de
indgaende metabolitter, der dog nar der er steady state ma ligge pa en
konstant veerdi. Det der binder systemet sammen er disse metabolit
pools.

6.2 Generel definition af kontrolkoefficien-

ter

Alle kontrolkoefficienter dannes pa baggrund af at een parameter i sys-
temet eendres, for at undersgge indflydelsen af denne zndring pa en an-
den faktor i systemet. Denne faktor kan vare fluxen eller hastigheden
af et enzym. Parametren kan f.eks. veere et enzym eller substratkon-
centration.

Antag, at der @ndres pa en parameter p, som vil have indflydelse pa en
faktor A i systemet. p @ndres til p’ , dvs. zndringn er Ap = p' —p. Nu
er det muligt at se en andring pa den gnskede faktor fra A til A’, dvs.
AA = A" — A. Ved at danne forholdet mellem de relative &ndringer -
dvs

b -] I.E |:>Ig

fas et dimensionslgst forhold, som afspejler hvor stor zndring der er
i den betragtede faktor, som fglge af parameter andringen. Ved at
foretage en graenseovergang til differentialer fas udtrykket
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d p
dp A
hvor B defineres som en kontfolkoefﬁéient I praksis kan denne kon- -
trolkoefficient ikke bestemmes som en dlﬁerentlalkvotlent hvorfor man

mai benytte sma aendrmger til at tllnaerme den

dA AA
dp Ap

‘B=

6 3 Definition af de enkelte kontrolkoef-.
ﬁc1enter

Givet et metabolsk system, som bestar.af n enzymer, n— -1 metabohtter
et udgangsstof X, og et produkt P.

Xi —E S —"Ez' Sz —E; - Sn-1 —E, P

Det antages at processen foregar i et konstant volumen V' uden nogen
form for kompartmentering og med konstant enzym niveau. Koncen-
trationer af de indgiende elementer i systemet er i det fglgende an-
givet med sma bogstaver. Systemets parametre er Michaelis konstan-
ter, fastholdte enzymkoncentrationer, ydre effektorer etc.” Systemets
variable er koncentrationerne af metabolitter. Det antages at systemet
er i steady state, der defineres som en tilstand hvor tilgang til en given
pool er den samme som afgangen. Fluxen gennem systemet defineres-
som: ' : :

(G

Hvor ss refererer til at det er fluxen i en steady state.

F=

6.3.1 Systemkoefﬁcienter

Systemkoefﬁcienter, er koeflicienter der kan sige noget om en parame-
ters mdﬂydelse pa hele systemet, hvilket i praksis vil 51ge parametrens
indflydelse pa fluxen F' gennem systemet
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Den kontrol som de enkelte parametre udgver pa fluxen F' kaldes fluxkon-
trolkoefficienten og betegnes Z,, hvor index p angiver den pagaldende
parameter:

. P. dF.
p = 'F‘(E;)ss

hvor det forudsattes at alle andre parametre end p holdes konstant.
Efter denne andring af p vil systemet bevage sig over i en ny steady
state, hvor dF udtrykker denne @ndring.

I det tilfaelde, hvor p er en enzymkoncentration defineres Sensitivitets
koefficienten ved:

e dF

Z" = F de,-

st =1,...,n

Et enzym siges at have fuld kontrol eller vere en flaskehals hvis

o 5]l

hvilket svarer til 100% regulering.
For sensitivitetskoeflicienter gzlder fglgende relation

n

Y zZi=1 (6.2)

=1

Bevis: Hvis alle enzymkoncentrationer gges samtidig med en faktor
7, vil aktiviteten af enzymerne og dermed fluxen F' gennem systemet
gges med den samme faktor (det bemaerkes at faktoren -, af hensyn til
tilnaermelsen til differentialet skal vere lille) og der gaelder:

AF _

7 =7 (6.3)

Hver enkelt andring i en enzym koncentration vil afstedkomme en an-
dring i den totale flux dvs.
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T

AF'?Af ,
FoETF

=1

For det i’te enzym efsensitiv.itetéi.i:

| _('Aﬁi)i'%za‘ ., _'z=1’ 2 "

heraf fs S
del d62

‘_7=ZQ—+Zz' -+ +Z-,

hvilket, da d‘ e 7, glver

69

@Q

(a+%+ +Z) 

hvoraf fgs , o
eller. | | :
S zi=1

6.3.2 Lokale koefﬁciéhtér

I modsztning til systemkoeficienterne beskriver de lokale koefficienter
egenskaberne ved de isolerede reaktioner - dvs. enkelte reaktioner, der
er isoleret fra resten af systemet. I det fglgende benyttes betegnelsen v;
som reaktionshastigheden af den i'te reaktlon, dvs. den reaktnon hvor

substrat S; dannes.
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Hvis en af de variable substratkoncentrationer &ndres vil det umid-
delbart give en @ndring i den relative hastighed hvor det pagaldende
substrat indgar. Dette leder til f¢lgende deﬁmtlon elastlcltet for enzym
e; mht substrat S deﬁneres som

u--ﬁ.i’ﬁ)
& = % \ds’

Man kan vise at der galder fglgende (ref.29)

3768 =0 (6.7)

t=1

dvs.
2y ¢+ Zy-ed+...+ 2, =0

Hvis man star med et system med en linezr syntesevej med n reaktioner
fas folgende ligninger, der kan undersgges eksperimentelt

n

Y Zi=1 (6.8)

=1

som udtrykker at summen af sensitivitetskoefficienterne er lig 1
og n-1 ligninger af typen

> Zi-e$=0 (6.9)

=1

Ved at lgse de n lineazrt uafhangige ligninger vil man fa et udtryk for
hver fluxkontrol koefficient eller sensitivitets koefficient som funktion af
alle elasticitetskoeflicienter. Samtidig kan fluxkontrolkoefficienter give
veerdifulde oplysninger om systemet, ved at benytte dem pa de i sys-
temet indgaende parametre.
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6.4 Kontrolteorl anvendt pa pen1c1hns blosyn-
tese

Syntesevejen til penicillin kan, hvis man ser bort fra ligasens ! indfly-
delse, opskrives som et linezert system .

Xy =g, S1 =g, S2 g, P
= & 1

hvor der er indtegnet en feedbackslgjfe. Imidlertid findes der ingen data
vedrgrende denne mekanisme og vi har set os n¢dsaget til at se bort fra
den her, sa systemet bliver :

X[ 5/ —%2 5 "'"7 p

" hvor X er udgangsstofferne, S1 er ACV, S; er Isopemcﬂlin,'og Per
Penicillin. Og enzymerne: E; er ACVsynthetase, E; er Cyklase og
E; er Acyltransferase. Det antages at systemet eri steady state, og
enzymniveauerne holdes konstant :

6.5 Beregning af sensitiVitetskoéfﬁéienter~

Vi har valgt at beregne sensitivitetskoefficienter i tidsintervallet fra 50
til 52 timer, da der (tilnzrmelsesvist) er steady state i dette omrade,
hvilket kreeves for at kunne beregne sensitivitets koefficienter. Fgrst
lgses systemet, med de normale tal?, fra 0 til 50 timer, og bagefter fra
50 til 52 timer. Herefter andres een enzymkoncentration med en lille
faktor og systemet kgres igen fra 50 til 52 timer, med udgangspunkt
i den fgrste kgrsel fra 0 til 50 timer. Da vi kan aflaese haldningen af
pool @ndringerne pa skarmen, kan vi under kgrslen kontrolere, at der
indstiller sig ligevaegt i lgbet af de to timer. Det viste sig at ligevaegten

'vi har valgt at se bort fra ligasens indflydelse, under den antagelse at dan-
nelsen af fexCoA kan styres ved tilseetning af fex, sdledes at ligase ikke kan vare en
flaskehals. ' _

2dvs. de tal der er indlagt i den nuvarende model, bortset fra, at poolen af
fexCoa og enzymniveauerne er sat konstant i det tidsinterval vi undersgger (graf
findes i appendix B)
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indstillede sig i lgbet af ca. en halv time (systemtid), sa det er rimeligt
at stoppe efter 52 timer. Ligningen for sensitivitetskoeflicienter er:
E dF

Z e
F dE
hvor der er tale om konstante enzymkoncentrationer, som i det omrade
vi undersgger. Da E endres ved at gange en lille faktor pa Vmax -
vi har konsekvent valgt 1% - og E skal forstas som den oprin- delige
enzymaktivitet fas fglgende:

E 1 Vinaz

AE ~ (LOL=1.00) Vi = 00

F er den oprindelige flux gennem systemet og kan afleeses direkte af den
fprste kgrsel fra 50 til 52 timer, som differentialkvotienten til endringen
i PenG poolen til tiden 52 timer. AF er da lig med den nye flux minus
F (hvor den nye flux aflases som differentilkvotienten til andringen i
PenG poolen forkgrslen med den &ndredeenzymaktivitet). Dette giver
fglgende koefficienter?:

For acvsynthetasen : Z = 0.9999

for cyklase: Z =10

for acyltransferase : Z = 0,0001

Dette viser meget klart at acvsynthetasen er en flaskehals i det system,
vi har stillet op, med de galdende forudsatninger.

6.5.1 Beregning af fluxkontrolkoefficienter
Fluxkontrolkoeflicienterne beregnes af formlen:

_ P dF

Il (z;)as

hvor p er substratkoncentrationer og fluxen beregnes pa samme made,
som for sensitiviteteskoefficienter, hvilket giver fglgende resultater*:

For aminoadipin: Z = 0.118
for cystin : Z = 0.044

(6.10)

31 appendix B ses de tal der ligger til grund for beregningerne
41 appendix B ses de tal der ligger til grund for beregningerne
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for valin: Z =0.118
for ATP : Z = 0.356

Da faktoren % i udtrykket for sensitivitetskoefficienten er konstant for
de fire beregninger er det dF' der er bestemmende for stgrrelsen af sen-
sitivitetskoefficienten. Heraf ses at en @ndring i ATP koncentrationen
giver stgrst indvirkning pa fluxen. '

6.5.2 Sammenhangen mellem sen51t1v1tets og elas-
ticitetskoefficienter .

Fra afsnittet om lokale koefﬁc1enter fas tre set af hgnlnger, der kan
lgses for systemet ' : _

v : v a
Zey - €8 + Zg, -t-:?l + Zey €5, =0
Ze, €8, + Zez 532 + Ze3 e, =0

Ze, - €5, + Ze, '€'§§+Ze3 eg, =0
Sensitivitetskoefficienterne er de som tidligere er bestemt. Elasticitet-

skoefficienterne fra 1. led i ovenstiende ligninger kan ﬁndes ved hjaelp
af udtrykket:

w2 dun
65,' - (%] (d51 )”
og de kan ved fglgende overvejlser vises at veere 0. Sma aendringer i Sy
giver ingen zndring i vy, da S; ikke indgar i hastighedsudtrykket. Pa
samme made ses det, at €g, og €5, er lig 0. Da Z,, er meget teet pa
1, og da hhv. Z., og Z., lig 0, kan siledes uden yderligere overvejelser
siges at ligningen er opfyldt. De resternde elasticitetskoefficienter

S;- dv
Eg =" (E“STzi)aa

U2

(6.11)

.Og
Si d‘Ug
V2 - . (—=

es‘ - () (dS, )”

findes ved at differentiere udtrykkene for vy, mht. S;.
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6.6 Analyse

I forbindelse med anvendelsen af kontrolteorien vil vi undersgge, hvor-
dan vores system af differentialligninger @ndrer sig inder de antagelser,
som kontrolteorien bygger pa. Disse antagelser er som nzevnt, at sys-
temet er i steady state og alle variable er steady state vardier. I afsnit-
tet om simulation af modellen opstillede vi differentialligninger, hvor
konstanterne var sammensat, vi fandt at:

dX, _ W Va

dt K 1+ K+ %

dXz_ ‘/2 _ V4
dt —1+K2+§3 1+K5+§§§

dXa Vs
dt 1+ K5+ %

hvor vi ser bort fra %‘1 da vi i kontrolteorien kun betragter en lineaer
syntesevej. Koncentrationen af X3 holdes da konstant. Steady state

dvs. ‘%i = 0 anvendt pa dette system giver, hvis Vy, V,, V3 antages

konstante, t = 1,2:

Vi Va

K, _14-1{2-*-%,31L

|2 Vs

1+ K+ 5 1+ K+ 58

hvilket giver at:

X _ %
dt K
Dette resultat stemmer godt overens med opfattelsen af steady state,

idet indstrgmningshastigheden er det samme, som udstrgmningshastighe-
den. Ovenstaende resultat viser klart, de eneste faktorer, der kan have
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indflydelse pa fluxen i steady state' er Y og"Kl' Ved hjalp af kontrolte-
orien fandt vi, at det fgrste enzym, hvis: koncentratlon indgar i V;, var
den regulerende faktor med 99.99%.

Samtidig ses, at hvis konstanten K kan gores mindre vil fluxen forgges.
Denne analyse, viser altsa, at kravet om steady state ggr det fgrste trin
til en begraensende faktor. En mere dybtgaende analyse af systemet
kraever altsa at man undersgger systemet, nar det ikke er i steady state.
Dette indebaerer imidlertid et problem, idet mange af de konstanter
der anvendes i modellen er malt under en steady state antagelse. Kon-
trolteorien, som den er opstillet, med de anvendte antagelser, behgver
dog ikke ngdvendigvis at blive forkastet, idet det med den metabolske
kontrolteori oprindelig var hens1gten at man skulle méle de forskellige
koefficienter direkte og ikke som nu anvende en matematisk model.
Men hvis antagelsen om at systemet VIrkehg er i steady state galder
og der er tale om Michaelis Menten kmetlk er det fgrste trin’ altsa en
ﬂaskehals ‘
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deitel 7
Sammenfatning

Vi har i dette projekt beskrevet arbejdet med en raekke problemstill-
inger i forbindelse med matematisk modelbygning for en biosyntese.
Den model, vi opstiller er sa detaljeret, som vi mener det er muligt
ud fra foreliggende viden om syntesen. Modellen er sadan indrettet, at
brugeren (NOVO v. Henrik Mgligaard) direkte kan endre pa forskellige
veerdier og se hvilken andring de afstedkommer. -

Om modellen er i overensstemmelse med virkeligheden, har vi ikke
grundlag for at afggre. P3 trods af dette mener vi, at det arbejde vi har
gjort er en del af en afklaringsprocess omkring penicillins biosyntese, og
kan bruges til en videre undersggelse af denne.” En videre undersggelse
ma bygge pa en vurdermg af de antagelser, vi har gjort og alternativer
til disse. :

Der er foretaget en raekke antagelser, som er af afggrende betydning
for resultaterne, og som det vil vare relevant at tage op. Specielt vil
vi neevne antagelsen om, at processerne kan beskrives ved Michaelis
Menten kinetik, og den afgreensning af systemet, der benyttes i mod-
ellen. Hvis man velger at tro pa de forudsztninger og antagelser,
der ligger bag modellens kvalitative sammensatning udpeges med stor
sikkerhed det fgrste trin, ACV-syntetase trinnet, som flaskehalsen 1
biosyntesen. Det vil da vare oplagt at fortsatte den videre under-
spgelse alene omkring dette trin.

En mere detailleret undersggelse af kinetikken vil maske give bedre
veaerdier for de kinetiske konstanter. I forbindelse med litteraturstudier
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og samtaler med Henrik Mgllgaard er vi stgdt pa den metabolske kon-
trolteori. Ved at anvende den pa vores matematiske model giver den
resultater, som kunne findes ligesa let ved en simpel analyse. Imidlertid
er den metabolske kontrolteori tzenkt som et redskab i forbindelse med
konkrete malinger pa biokemiske systemer og ikke specielt i forbindelsc
med modelanalyse. Alligevel har kontrolteorien varet et udmeerket
redskab til at strukturere undersggelsen af systemet, nar det antages i
steady state.
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| brugervejledning"

Det tilhgrende program er udviklet specielt til den i rapporten omtalte
model. Det er muligt at undersgge denne model med valg af forskel-
lige parametre; men det er ikke muligt at sendre i modellen selv. Ved
udviklingen af programmet er der taget visse hensyn til dets brugerven-
lighed, men det skal understreges at programmets primere formal har
varet at opfylde de behov, vi har haft for udviklingen af og kgrsler med
modellen (eller rettere de mange modeller, som den foreliggende blot er
sidste udgave af). Programmet er siledes ikke fuldstandigt fejlrettet
og forberedt pa alle de (u)teenkelige situationer, det vil kunne komme
ud for. Med disse besvaergelser v11 vi i det fglgende glve en ve_]ledmng
i brugen af progra.mmet '

A.1 Opstart

Den medfglgende diskette er en almindelig 5; tomme, 360 kB diskette
til IBM-kompatible PC’ere. Pa disketten hgger kildeteksten til pro-
grammet og en kgrsel af modellen med ’normale’ parametre fra 0 til
120 timer. Desuden ligger 2 kgreklare programmer, model87.exe og
model.exe, der er beregnet til maskiner med og uden en 80*87 matem-
atisk coprocessor. Er maskinen med en coprocessor startes programmet
ved at skrive: model87, ellers skrives model. Programmet returnerer
herefter med: '

87
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angiv drev og bibliotek: default = a:\data\

Pa denne foresprggsel er det muligt at angive stien til det bibliotek,
hvor datafilerne skal samles. Trykkes blot retur vil stien blive ’a:\ data
\ ’. Onskes der ingen speciel sti, kan man ngjes med at angive det drev;
der gnskes anvendt, f.eks. ’c: \ ’, hvis der er et pladelager (harddisk)
pa maskinen. !

Vi har indfgrt denne facilitet specielt for at have en let made at skille en bestemt
serie kgrsler fra andre ved at identificere dem med samme begyndelsesbogstaver.
F.eks. kan ’a: \ data \ ilt ’ bruges til at identificere kgrsler, der specielt undersgger
ilts indflydelse pa den samlede syntese.



A. 2' Menu

Programmet er menustyret og vil efter anglvelsen af stien fremv1se f¢l-
gende skzrmbillede:

************************ MENU ************************

: § " tryk pa
kgr modellen : o ' 1
videre S 2
udskrlv data ' 3
indlas tldllgere k¢rsel S 4
pqols til grafen : v 5
tegn graf(er) : 6
slut o 10
dookkkiooRiookkkkkkkok TTYK en tastikkkiokkkkokkorkkokokokkokkkok

nuvarende interval: 0.0 - 0.0 ,
******************************************************
stien : a:\data\ ‘ o

lagerplads til ré.dlghed 87776 bytes

Ved valg af 1. Kg¢r modellen pabegyndes en simulering, der i alle -
tilfeelde starter til tiden 0. Denne simulering kan afbrydes pa et hvilket

som helst tidspunkt. Efter et sadant stop skal man velge 2. videre,

der herefter giver mulighed for at fortsaette simuleringen fra den sid-

ste hele time af den tidligere kgrsel. Skeermbilledet fremviser ogsa

* oplysning om hvor stort et interval, der indtil nu er beregnet.

Under simuleringen bliver der hver hele simuleringstime gemt talvaerdier

for henholdsvis ACV, Isopenicillin, FexCoA og Penicillin G. Disse tal

kan ved valg af 3. Udskriv data udskrives enten til skaermen, til en
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- fil eller til printer. Hvis en sadan kgrsel er gemt pa en fil, kan den
altid senere hentes ind til naermere undersggelse eller som grundlag for
videre kgrsel. Dette ggre ved valg af 4. Indlaes tidligere kgrsel.
Nar der er genereret data eller indhentes data fra en tidligere kgrsel,
kan disse vises grafisk ved valg af 6. Tegn graf(er). Det er alene de 4
pools (ACV, Isopenicillin, FexCoA og Penicillin G), der kan fremstilles
som grafer. Som udgangspunkt vil alle 4 blive udtegnet. Men gnsker
man specielt at se en enkelt eller et udvalg af de 4 kan dette veelges ved
5. Pools til grafen. De udtegnede grafer skaleres automatisk, dog
vil max verdien pa y-aksen veere 1. Hvis der vaelges manuel skalering,
kan ymax seettes til en valgfri stgrrelse. Dette anbefales specielt, hvis
det gnskes at undersgge ACV eller Isopenicillin N.

Endelig kan programmet afbrydes ved valg af 10. Slut.

Foruden de her navnte muligheder oplyses pa skeermbilledet om den
sti, der er valgt og om den mangde internt arbejdslager, der er ledigt
efter at programmet har taget den plads, det skal bruge. Programmet
her kraever omkring 150 kB Ram for at kunne fungere. Tallet kan svinge
noget i lpbet af kgrslerne.

A.3 1. Kgr modellen

Ved valg af 1. Kgr modellen skal en rekke spgrgsmal besvares. Fgl-
gende viser disse spgrgsmal med et muligt svar angivet. Tidsangivelser
er altid i timer.

Integrationen begynder ved 0
Hvor skal den slutte? : 2

Juster modellens parametre ? (j/n) : n
med lgbende udskrift af tallene ? (j/n) : j
skriv stgrrelsen af integrationsskridtet : 0.01
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Svaret pa fgrste spgrgsmal er ikke afggrende da kgrsler, som nzevnt kan
stoppes pa et vilkarligt tidspunkt. Der kan ikke i denne model simuleres
til mere end 500 timer.

Stgrrelsen af integrationsskridtet afhanger af kravet til ngjagtighed og
tidsforbrug pa kerslen. Se serligt afsnit herom.

Ved dette eksempel justeres modellens parametre ikke, men vi veelger
lgbende udskrift af tallene. Skarmbilledet vil herefter se saledes ud:
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start 12 29 13
slut 12 30 03 - . ,
fra 0.00 til 2.00 med skridt = 0.01

**xmodellomment ar ko ko ok stk sk ok ok o ok ok ook sk ok sk o ok ek ok ok o ok ook
normal

*%kk gubstrat *#* koncentration ***x* hastighed *kxx

ACV 8.9989171506E-03 2.1524306164E-03
Isop 7.0760941092E-02  4.7518783472E-02
Fexcoa 7.2130175967E-02 4.1631044373E-02
PenG 3.3594084980E~-03 4.6346114205E-03
Aminniveaun 0.2649
Fexniveau 0.9584

Iltniveau 1.2559

Tiden 2.100000 Integrationen er slut.
sk e ko ko ook o o ook sk s sk ko kol ook ok s o ok ko ok o ek sk ok ok ok

Tryk p& s for at stoppe integrationen.

I gverste venstre hjgrne angives simuleringens starttidspunkt og nar
kgrslen er ferdig skrives sluttidspunktet. I den mellemligggende tid
vil tallene pa skeermen angive simuleringens aktuelle tilstand. Hvis vi
havde svaret 'n’ til spgrgsmalet om lgbende udskrift af tallene, ville de 4
pools og de 3 niveauer (Aminniveau, Fexniveau og Iltniveau) ikke blive
vist pa skeermen. For en datamaskine er det tidskrzevende at skrive
tallene ud. Det tager ca. dobbelt sa lang tid med Igbende udskrift af
tallene.

Simuleringen kan nu stoppe at 3 arsager. Den angivne sluttid kan veere
naet. Der er blevet trykket pa ’s’ eller en af koncentrationerne har
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veeret negativ. Dette sidste kan forekomme, hvis integrationsskridtet
har veeret for stort. I dette tilfzelde vil tilnsermelsesfejlen bevirke at at
en eller flere af de 4 pools er blevet negativ. Hverken modellen eller
naturen er defineret for negative koncentrationer. Hvis integrationen er
stoppet af denne arsag behgver dette ikke ngdvendigvis at betyde at alle
tallene i den pigaldende simulering er forkerte. Modellens fglsomhed
over for integrationsskridtets stgrrelse er forskellig athaengig af hvor pa
tidsaksen, man er og hvilke parametre, der er valgt. Programmet vil
skaere simuleringen af de 2 sidste timer veek og dermed ggre det muligt
at fortseette simuleringen med et mindre tidsskridt.  Man ber dog i

denne situation vzre szerlig opmeerksom pa om kravene til ngjagtighed -

overholdes.

A.3.1 Videre

Fortsat kgrsel med udgangspunkt i de indtil nu genererede talveerdier
opnas ved at velge 2. videre. Programmet vil her forespgrge om de
samme ting som beskrevet ovenfor med en enkelt undtagelse. Begyn-
delsestidspunktet er ikke 0, men den sidste hele (og godkendte) time fra
en tidligere korsel. Ved angivelse af et timetal stgrre end begyndelses-

tidpunktet vil simuleringen fortsatte som fgr. Man kan imidlertid ogsd -
angive et timetal mindre en begyndelsestidspunktet. Virkningen heraf

er at bortsmide de opsamlede vaerdier fra det angivne tidspunkt og frem
til 'begyndelsestidpunktet’. Denne facilitet kan med fordel anvendes,
hvis der opstir tvivl om ngjagtigheden af integrationen i et bestemt
tidsinterval og det derfor gnskes at foretage kgrsler i dette interval med
mindre integrationsskridt. Eller hvis virkningen af en endring i en
parameter gnskes undersggt pa et bestemt tidspunkt i modelforlgbet.
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A.4 Juster modellens parametre (j/n) ?

Modelkommentaren ’normal’ i ovenstaende udskrift af skaermbilledet
under en kgrsel viser, at modellens parametre ikke har veeret Justeret
under pageldende k¢rsel

Der gives mange muligheder for justering af parametrene og feelles for
dem alle galder, at det kan ske til et hvert tidspunkt af simuleringen.
For at give et bedre indtryk af hvorledes den enkelte faktor eller kon-
stant indgar i beregningerne vises fgrst modellen, som den er indbygget
i programmet. Nedenfor vises hvorledes hastigheden af processerne i
de 4 pools beregnes.

De 4 modellerede pools % er angivet med fede bogstaver, mens de
pools®, der holdes konstante skrives almindeligt. De pools?, som ikke
er konstante, men som varierer pa en fastlagt made afhangigt af tiden
er markeret med indeks ;. Det samme galder enzymaktiviteten Vmax,
for de forskellige enzymer. *

dacv Vmazl, Amin,
- . . KMC”a Amin, KMy 1 Amin: KMarp Aming
dt Amznt + KMA""" + Cys + Val + ATP

Vmaz2, acv

KM, acv KMy KM,
acv + ——-m—m‘ + KM, + —ﬂ‘——wﬂm‘

disop Vmaz2, acv
dt acv + KMIEI‘:‘GCV + I(Macv + KM“"I:\:MQW
2ACV,IsoP,FexCoA ,PenG
3Cystein, Valin, ATP,CoA

4 Aminoadipin,Iit,Fex
$Vmazl = ACV-syntetase. Vmaz2 = Cyklase. Vmaz3 = Ligase. Vmazd =
Acyltransferase. fca = FexCoA.
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‘ Vmaz4, ‘fca‘iscbp
fcaisop + K M;.,isop + K M.-,-},,, fca+ KMy K Misop -

dfca ' ‘Vmaz3, Fex,

- KMcgog Fexy ) - KM, KM KM F
dt FC.’Eg + Coa &2 + I{'MFez + ‘C%'Loa F'-“' + /Af;‘, £T¢

_ Vmaz4, fea isop
fcaisop + K'M;., isop + K M;,,, fca + KM;., K M;,,,

dpeng ' .Vma:v4, fcaisop
dt ~ fcaisop+ K Mj., isop + K Miepfca + K Myea K Misop

A.4.1 Justeringer

Vmax for de 4 enzymer er fastlagt i sit forlgb, som skildret i afsnit
(4.1). Dette forlgb kan justeres op eller ned med en faktor, der ganges
pa. Hvis der f.eks. pnskes en 10 procent hgjere aktivitet af Cyklasen,
settes denne faktor til 1.1. 10 procent lavere aktivitet opnas ved at
seette faktoren til 0.9 ' :
Niveauet for Fex, Aminoadipin og Ilt kan varieres lige som Vmax med
en procentvis regulering. Herudover kan der til disse pools adderes
en fast mangde, siledes at-det resulterende niveau til en bestem tid
fremkommer af udtrykket:

(niveau, * faktor) + tilsaetning

Specielt for Aminniveauet er det herudover muligt at simulere et konkur-
rerende dran fra cellens produktion af lysin. Dette draen modelleres
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som et konstant fradrag fra den tilstedevaerende meengde af Amin.

Udtrykket for aminniveauet er saledes:

KM vardierne og mangderne af Cystein,Valin,ATP og CoA indgar
direkte i modellen som konstanter, hvis placering kan ses i ovenstaende

(aminniveau, * faktorymin) + ttlsaetninggmin — lysindraen

fremstilling af modellen.

Endelig er det muligt at @ndre de modellerede pools veerdier til et

bestem gnsket niveau.

Nedenfor fglger de 3 skarmbilleder, med hvilke man kan andre model-
lens parametre. Disse skeermbilleder viser samtidigt de talvaerdier, der

anvendes ved de kgrsler, der betegnes 'normal’.

1. skeerm:
justeringer vardi
1 1.00000 faktor pd ACV-synthetase
2 1.00000 faktor pa Cyklase
3 0.10000 faktor pad Ligase
4 1.00000 faktor pd AcetylTransferase
5 1.00000 faktor pad allosterisk
6 1.00000 faktor pad aminniveaut
7 1.00000 faktor pa iltniveaut
8 1.00000 faktor pd fexniveaut
tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut
2. skeerm:
konstanter vardi
1 0.00000 Aminoadipin
2 0.80000 Cystin
3 0.30000 Valin

APPENDIKS A.
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4 1.00000 atp

5 0.00000 Ilt

6 0.00000 FEX

7 0.01000 COA _

8 0.00000 fradrag til lys'indrén-
9 1.00000 KM for ATP -
10 0.10000 KM for .amin )
11 0.10000 KM for cystein

12 0.10000 KM for valin ' :

13 1.00000 KM for ilt

14 0.13000 KM for acv

15 0.50000 KM for coa

16 0.00300 KM for fex -

17 0.90000 KM for fexcoA

18 0.02100 KM

for isopen -

tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut

3. skaerm

varierende pools

1 ACV o - 0.0000
2 IsoPenicillin 0.0000
3 FexCoA 7 0.0000
4

PenG | 0.0000

tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut.

Nar disse 3 skaermbilleder er blevet afviklet spgrges efter en modelkom-
" mentar, der tjener til at beskrives karakteren af de sendringer, der er
foretaget. Det er saledes muligt pa grafer og skarmbillede at aflaese,
hvilke afvigelser fra normal kgrsel, der er gaeldende. :
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skriv moﬁdelkommentar : ‘




Appendiks B

Kgrsler

Kurven pa figur B.1 viser forlgbet af en normal kgrsel, hvor fexCoA
nivauet er sat konstant i tidsrummet 48 til 60 timer.

De efterfglgende "skarmbilleder” viser de kgrsler, som henholdsvis sen-
sitivitetskoefficienter og ﬁuxkontrol_koefﬁaenter er beregnet efter.

Figur B.1: Koncentrationen af Penicillin G
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Fluxkontrolkoefficienter:

fra 50.00 til- 52.00 med skridt =— 0.005

*kmodelkommentar : sk ok kkokdokkkaok ok ok ok dokok ok dok ok
normal '
*k¥k gubstrat *** koncentration *#*x* hastighed *#kxx
ACV 9.1367137355E-03  -9.2712838274E-17
Isop ~ 5.5438573103E-02 1.6563065106E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3311409400E+01 2.3998343693E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau 0.4600
Iltniveau 0.0167

Tiden 52.000000 Integrationen er slut.
stk kbR ookolok Aok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok s koo sk ok sk s ok kol o e ok ko

Tryk pA s for at stoppe integrationen.

fra 50.00 til 52.00 med skridt = 0.005
*kmodelkomment ar : %k sk sk dokskok ko ok 3 sk sk sk ok sk sk 3k ol ik o ok 3 ook ke ook o o ek

aminoadipin*1.01
*%k* gubstrat *** koncentration **¥*x hastighed **xxx*

ACV 9.1482890308E-03 1.4289784633E-16
Isop 5.56621536055E-03 1.6593033297E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3311957660E+01 2.4026747265E-01
Aminniveau 0.3030
Fexniveau 0.4600
Iltniveau 0.0167

Tiden  52.000000 Integrationen er slut.
Aok deokok ksl o ok stk ko ook o ksl ok ok s sk sk sl ok ook ok ok ook ok ok o ok

Tryk p& s for at stoppe integrationen.
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fra 50.00 til 52.00 med skrldt . 0.005

xxmodelkommentar: *************************************

valin*1.01
*%¥k substrat *k* koncentration ki hastlghed Hokok K

ACV 9.1482890308E-03 1.7329616474E-16

Isop 5.5521536055E-03 1.6593033297E-05

Fexcoa 1. 9046006856E+OO .~ 000000000000E+00

PenG 1. 3311957660E+01 2.4026747265E-01
' Amlnnlveau - 0.3000

Fexn;veau 0.4600

,Ilfniveau : 0.0167

Tiden  52.000000 Integrationen er slut.
FAAAAA KA AR AR RAAAARAAAA KA AAAAAAAAAAAAARAA AR A HAR KK

Tryk pa s for at stoppe 1ntegrat10nen

fra 50.00 til 52.00 med skridt = 0.005
**modelkommentar:*************************************

cystein*1.01
**xk substrat *x* koncentration #¥¥k* hastighed *¥*xx

ACV 9.1105103698E-03 '1.3145951341E-16
Isop 5.6469655139E-03 1.6574290863E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1 3311614847E+01 2. 4008987159E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau . - 0.4600
Iltniveau 0.0167

Tiden  52.000000 Integratlonen er slut.
DA ————

Tryk pd s for at stoppe integrationen.
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fra 50.00 til 52.00 med skridt
*x*modelkomment ar ; ok okskkkok sk ok kk ok kk

ATP » 1.01
- dokokok substrat *** koncentration *

0.005
*********************

e ok ok 2k hastlghed ok 3k 3k ok ok

ACV 9.1715278331E-03 1.4047194397E-16
Isop 5.5688209102E-03 1.6653286363E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3313058061E+01 2.4083756590E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau 0.4600
Iltniveau 0.0167
Tiden 52.000000 Integrationen er slut.

3 o b 2 2 3 3 o s e dfe 3 ke ok sk e 38 o 3 3 e e 3 2k o 3 o Ak Ak ok 3 e e sk 3 3k a3k ok e ke ok e e A A o ok e A e ke ok

Sensitivitetskoefficienter: (det bemarkes at normalkgrslen er med
et andet tidsskridt end for fluxkontrolkoefficienter)

fra 50.00 til 652.00 med skridt = 0.001
xxmodelkomment ax ; %k sk ok kokokok ok ok ok ok ook ok sk ok ok ok ko ok o

normal
*%k* substrat *** koncentration ***** hastighed ***x*x

ACV 9.1367137355E-03 -9.2712838274E-17
Isop 5.5438738735E-03 1.6563162133E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3311649384E+01 2.3998343683E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau 0.4600
Iltniveau 0.0167
Tiden 52.000000 Integratiomen er slut.

30 200 2 0 2 o 3 o e o s sk 2 3 o o ke sk e 2 s ok o e ol ok 3 ok e ok ok ok ok

3 33k 2 ok ok o ok ok ok e ok e ok o ok ok ok ok ok
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fra 50.00 til 52.00 med skrldt 0.001
**modelkommentar : *************************************
Acvsynthetase*1.01 : » '
***x gubstrat ***x koncentration ***** hastighed **¥*x

ACV 9.2345711523E-03 = 8.5283342887E-16

- Isop 5.6141309856E-03 1.6817437989E-05
Fexcoa '1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3316283669E+01 2.4238318256E-01
Aminniveau - 0.3000

- Fexniveau ©0.4600

. Iltniveau ' 0.0167
Tiden 52.000000 Integrationen er slut. '
*****************************************************

Tryk pA s for at stoppe 1ntegrat10nen

fra '50.00 til 52.00 med skridt = 0.001

**¥modelKOmMMENtAT : %kkkokskiikkskihdsk kAo kR A KKKk
Cyklase *1.01
*kkk gubgtrat *** koncentration **¥#** hastighed *kk*
ACV 9.0399606268E-03  -8.4612492793E-16
Isop 5.6438738735E-03 '1.6563162133E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 .000000000000E+00
PenG 1.3311746137E+01 . 2.3998343683E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau 0.4600
Iltniveau - 0.0167

Tiden 52.000000 Integrationen er slut.
ARk Aok ook Rk ok o ok ok ok ok ok K ok ol ok ARk ok ok ook o ks o sk o

Tryk pd s for at stoppe integrationen.
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fra 50.00 til 52.00 med skridt = 0.001
**kmodelkomment ar : sk kokskolokskdkokskok ook sk sk koo Aok ok o Kok o oK ok

acyltransferase*1.01
*kk* substrat—*** koncentration ***** hastighed *¥x¥*_

ACV 9.1367137355E-03  -9.2712838274E-16
Isop . 5.4746814890E-03 1.6313852927E-05
Fexcoa 1.9046006856E+00 000000000000E+00
PenG 1.3311718576E+01 2.3998368614E-01
Aminniveau 0.3000
Fexniveau 0.4600
Iltniveau 0.0167

Tiden 52.000000 Integrationen er slut.
sk ook ook ook skl ookl sk ook ok ok s o ke ek oo ks ok oo Ko o Kook o ok ok ok

Tryk p& s for at stoppe integrationmen.
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ce; lle 1 Knj

P& de fplgende sider er kildeteksten til centrale dele af det
udviklede program trykt. I kildeteksten er der visse - :
forklarende kommentarer, men det skal understreges at
forstdelsen af programkoden forudsztter kendskab til
‘programmering i almindelighed og specielt til
programmeringssproget Pascal. Programmet er skrevet i Turbo
Pascal version 5.0 og kendskab til dette sprog vil ogsé
vere en fordel. ’ E

Spécielt for Turbo Pascal (fra version 4.0 og"
efterfglgende) er:indfert muligheden for opbygningen af
programmer med separat kompllerede moduler. Disse benavnes
Units. Hermed bliver det i hegjere grad muligt at opfatte et
program som sammensat at en rakke afgransede enheder, der
hver iszr opfylder sit formi&l. Disse enheder kan ogsa
betrages som verktgijskasser. Nervarende program anvender
fglgende units: Dos, Crt, Graph, Common, RungeKu4 og
Koordinat. '

Dos, Crt, Graph og Common er units, der fglger med Turbo
Pascal. Disse varktejskasser stiller en rzkke faciliteter til
rddighed i forhold til kald af operativsystemet,
sk@rmhandtering, grafik og handtering af ind og uddata. Der
kan lases narmere herom i en Turbo Pascal manual.

RungeKud er en kraftig omarbejdning af en unit: Initval,
fra Turbo Pascals Numerical Toolbox og Koordinat er en
unit, der er skrevet for at kunne hindtere en passende
skalering og udtegning af kurver i et selvdefineret
koordinatsystem.

Alle disse units bliver anvendt af programmet, hvis kode er
samlet i filen Model.pas. I det fglgende bringes
kildeteksten alene for model.pas, RungeKud.pas og
Koordinat .pas.
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Program Differentialligningssystem; - .

{- Runge Kutta 4. ordens med. fast 'skridtlangde -}
e et b }
{$I-}) { Disable I/O error trapping }

{SR+} { Enable range checking }

uses

RungeKu4, Dos, Crt, Graph, Koordinat, Common;
type tegnset = set of char;

var :

starttid : Float;
sluttid : Float;
InitialValues : TNvector;
endValues : TNvector;
skridt : real;

- NumReturn : integer;

nedre graznse for intervallet}

"pvre granse for intervallet }
Begyndelsesvardier ved startid }
Resultat verdier ved sluttid }
Integrationsskridtets stgrrelse }
Antal returnerede talverdier (timer) }
for- den enkelte pool }

Vaerdier for alle pools opsamlet hver }
hele time (numreturn) } »

Flag } ‘

Pegepinde til brugerdeflnerede
funktioner }

SolutionvValues : TNmatrix;

Error : byte; .
Vector : FuncVect;

A by A ey ey ey A by g,

sti : string: { hjazlpevariable }
svar : char; { . - }
bogstaver,cifre : tegnset; { - - }
time,minut, sek,sekl00 : word; { - ) }

{***********************************************************}

{*** ovenfor erklares diverse globale variable ***x*xkkkkxkx}
{*** ___________________________________________________ ***}
{*** Der er i programmet afsat plads til *****kkkddkkkkrkxxx})
{*** 10 brugerdefinerede différentialligninger ****xkkkkxkkx}

{*** der alle kan beregnes over et forlgb pa 250 timer ****x}
{***************************************************#****ﬁ**}
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{***********************************************************}

{** nedenfor folger de erklaringer, der er specifikke ***#**x}

{** for den aktuelle mModel * KKk XkkkKXKKXKKKKKXKKKKARKK AR KKKk K }
[rrhrhhkkkk ko kR kR Rk ko k kKKK KRR KK KKK KK ARRK KRR KAk hhkhk ]

_const _{ feglgende konstanter anvendes til } _ ) .

{ at - lndeksere variable 1i dlverse tabeller }

{modellerede pools / indeks til 1n1t1alvalues[], endvalues{], }
{ solutionvalues[,], poolnavn[] og V[i] }
acy =1
iso = 2;
fea = 3;

g
(o]
o
=~
~J
{1 R | I |

0
{konstanter / indeks til tabellerne kon[] og konstantnavn[] }
konamin = 1

-
[¢]
e}
0
v
1%}
[

KMamin = 10;
KMcys ;
KMval
KMilt
kmacv
KMcoa
KMfex
KMfca
KMiso

bononounn
|
W

16;
17;
18;

{faktorer \ indeks til tabellerne faktor([] og faktornavn] }
eacv 1;
ecyk
elig
eactf = 4;
eallo = 5;
aminniv = 6;
iltniv =
fexniv = 8;

nmun
N
N

max_antal pools = 10; {angiver hgjst tilladte antal_pools}
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var poolnavn : array[0..max_antal_pools] of string[30];
udvalgt : array([l..max antal_pools] of 1nteger,
antal_udvalgte, xaksenr : 1nteger, . .
tal : string[20]; ' -
‘res : float;
udskriv : booclean;
kon : array[0..20] of real;
konstantnavn : array([0..20] of- str1ng[30],
faktor : array{0..20] of real; .
faktornavn : array[0..20] of. str1ng[30]
modelkommentar : string;
antal_pools, antal konstanter, antal faktorer : integer;

procedure init konstanter:

var x : integer:

{*** Her fastlagges udgangsvardler for Ralalal )
{*** konstanter og faktorer **************}

begin-
antal_konstanter := 18;
antal faktorer := 8;
for x := 0 to 20 do
béegin : .
" kon[x] := 0; konstantnavn[x] := '';
faktoxr[x) := 0; faktornavn[x] := '';
end; o
faktor{eacv] := 1;
_faktornavn[eacv] := 'faktor pd ACV-synthetase':;
faktor[ecyk] := 1; ' : " }
R faktornavn[ecyk] := 'faktor p4 Cyklase';
. faktor{[eallo] := 0; i
o _faktornavn[eallo]':= 'faktor p4 allosterisk';
faktor[elig) := 0.1; ' B N
: , faktornavn([elig] := 'faktor pa Ligase';
faktor[eactf] := 1; ' :
faktornavn[eactf] := 'faktor p& AcetylTransferase’;
faktor[aminniv] := 1;. '
faktornavn[amlnnlv] := 'faktor pa Aminniveau';
faktor{iltniv] := 1; -
faktornavn[lltnlv] := "faktor pa Iltniveau';
faktor[fexniv] := 1; s ‘
faktornavn[fexniv] := 'faktor pd Fexniveau';
kon[konATP] := 1;
konstantnavn{konatp] := 'ATP':;
kon[konVal] := 0.3; '
konstantnavn[konval] := 'Valin';
kon[koncys] := 0.8;
konstantnavn [koncys] := 'Cystin';
kon[konFEX] := 0;
konstantnavn[konfex] . := 'FEX';
kon(konCOA] := 0.01;
konstantnavn[koncoa] = 'COA';
kon[konamin] := 0;
konstantnavn[konamin] := 'Aminoadipin';
kon{konilt] := 0: :
o konstantnavn[konllt] = 'I1t"';
kon{lysd] := 0.0; :

konstantnavn[lysd] := 'fradrag til Lysindran‘;
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kon[KMamin] := 0.1; konstantnavn[KMamin] := 'KM for Amin';
kon[KMcys] := 0.1; konstantnavn[KMcys] := 'KM for Cystein';
kon[{KMval] := 0.1; konstantnavn[KMval] := 'KM for Valin ';
kon[KMilt] := 1; konstantnavn[{KMilt] := 'KM for Ilt';
kon[KMacv] := 0.13:;konstantnavn[KMacv] := 'KM for ACV';
kon[KMcoa] := 0.5; konstantnavn[KMcoa] := 'KM for CoA';
kon[KMfex] := 0.003;konstantnavn[KMfex] := 'KM for Fex';
kon[KMfca] := 0.9; konstantnavn[KMfca] := 'KM for FexCoA';
‘kon[KMiso] := 0.021;konstantnavn{KMiso] := 'KM for IsoPen';
kon[KMatp] := 1; konstantnavn[KMatp] 1= "KM for ATP'; -

end { init konstanter }: :

procedure init_pools;

var %,y : integer;

{*** Her fastlagges udgangsvardier for pools *hk}

{*** og antallet af modelerede pools angives ***}

begin
antal pools := 4;
for x := 1 to antal_pools do
begin

for vy := 1 to 250 do solutionvaluesl[y,x] := 0;
end;
initialvalues{0] := 0; Poolnavn[0] := 'Tiden':;
InitialValues[acv] := 0; Poolnavnlacv] := 'ACV':
InitialValues[iso] := 0; Poolnavn[iso] := 'IsoPenicillin';
InitialValues[fca] := 0; Poolnavn{fca] := 'FexCoA';
InitialValues[penG] := 0; Poolnavn[penG] := 'PenG':
Initialvalues[pool5] := 0;Poolnavn([pool5] := 'poold’;
InitialValues[pool6é] := 0;Poolnavn[pool6] := 'poolé’;
InitialvValues[pool7] := 0;Poolnavn(pool7] := 'pool7';
InitialValues{[pool8] := 0;Poolnavn([pocol8] := 'pool8';
InitialValues[pool9] := 0;Poolnavn([pool9] := 'poold':
InitialValues[po0oll0] := O0; Poolnavn[poollO] 1= 'pooll0’;
for x := 0 to antal_pools do endvalues[x] := initialvalues([x];
for x := 1 to antal_pools do
begin { Pools til graf fastlagges }
udvalgt {x] := x; { alle valges som udgangspunkt }

end;
solutionvalues{0] := initialvalues;
antal udvalgte := antal_pools;

end; {procedure init pools}

 model.pas
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‘{$F+}
{*********************************************************}
{*** -nedenfor fastlagges diverse hjalpefunktloner ok ok ok gk ]

{*** De fleste indgir i modellén som tabelfunktioner *****}
{*********************************************************}. .

function vmaxl (tid : float): float;"

var a : float:; ’

begin {ACV synthetase } : ,
if (tid > 0) and (tid <=24) then.a := 0.04*tid+0.07

else if tid <= 48 then a := -0. 0138*tid + 1. 33
~ else if tid <= 72 then a := 0. 67
. else if tid <= 96 then a := 0.67

else if tid <= 120 then a := -0. 00'7*t1d +1.272
+ else a := 0.5; : . :
vmaxl := a * faktor[eacv],

‘end {function vmaxl};

function vmax2 (tid : float): float:.
var a : float; ’ '
begin {cyklase} _ = : S
if. (tid > 0) and (tid <=24) then a = 0.7*tid + 1.3
else if tid <= 48 then a := -0.27*tid + 24.56
else if tid <= 72 then a := 11.6 .

else if tid <= 96 then a := -0.025*tid + 13.4
. else a := -0.05*tid + 15.8; .
vmax2 := a * faktor[ecyk],

end {function vmax2}:

function vmax3(tid : float): float:
var a. : float: ‘
begin {ligase} _ : .
if (tid > 0) and (tid <=24) then a := (2.92*tid + 18)
else if tid <= 48 then a := (17.16*tid - 324)
else if tid <= 72 then a := (-1.25*tid + 560)
else if tid <= 96 then a := (-6.13*tid + 911)
else a := (-1.21*tid + 439);
vmax3 = a * faktor[ellg],
end {function vmax3}; '

function vmax4 (tid :'float): float:
var a : float:; i
begin {acyltransferase} o : ;
if (tid > 0) and (tid <=24) then a := 0.01*tid + 0.06
else if tid <= 48 then a := 0.06*tid - 1.1
else if tid <= 72 then a := -0.004*tid + 1.9
else if tid <= 96 then a := -0.02*tid + 3.1
else a := ~-0.004*tid + 1.5; :
vmax4 := a * faktor(eactf}:;
end {function vmax4};

4
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function aminniveau(tid : float): float:
var a float;
begin {amin niveau}

if (tid > 0) and (tid <=12) then a := (-0.0167)*tid + 0.3
else if tid <= 24 then a := (0.00833*tid) .
‘else if tid <= 48 then a := 0.00417*tid+0.1
else a := 0.3; _

a~:= (a*faktor[aminniv]) - Kon([lysd] + kon[konamin];

if udskriv then : . N

begin
gotoxy (30, 16) ;write ('Aminniveau v,a:10:4);

end;

aminniveau := a;

end {function aminniveau};

function iltniveau(tid : float): float:;
var a : float;
begin {ilt niveau}

if (tid > 0) and (tid <=40) then a := (-0.021)*tid + 1.3
else if tid <= 80 then a := (0.46)
else if tid <= 115 then a := -0.006*tid+0.92
else a := 0.26;

a := (a*faktor[iltniv]) + kon(konilt]:;

if udskriv then

begin
gotoxy (30,17) ;write('Iltniveau ',a:10:4);

end;

iltniveau := a;

end {function iltniveau};

function fexniveau(tid : float): float;
var a : float; )
begin {fex niveau}

if (tid > 0) and (tid <=4) then a := (-0.496)*tid + 2
else a := 0.0167;

a := (a*faktor[fexniv]) + kon[konfex]:

if udskriv then

begin
gotoxy (30, 18) ;write ('fexniveau ',a:10:4);

end;

fexniveau := a;
end {function iltniveau};

function cellevaekst(tid : float) : float:
var a : float;

begin
a = 5,28 * exp(In{tid+l) * 0.414);
gotoxy(30,19); write('cellevaekst : ',a:10:4);

end { function cellevaekst }:
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t{**************
: {*** nedenfor £

*******************************************}
astlegges differentialligningerne, *******x}

“{*** Der skal vere overenstemmelse-mellem det valgte ***x*}

{*** antal_pool

{*** tiallignin
{**************

{ e Kk ok kK ke ke ke kK

s.og antallet af deflnerede differen= ***x**x}
ger **************************************}

*******************************************}

(== e e e e e }
A{- leferentlallgnlngerne anglves pé legende form-}
{- : : -}
{- dx[i] ‘ S _ -}
{- --—- = TNTargetFi(T, X[1], X[2], ... X[m]) -} .
{- dt : ’ ) o -}
{- . » : o o v S
{- Vektoren V rummer de verdier, der lgbende -}
{~ bliver beregnet for de enkelte pools. -}
{- Vektoren X er synonym med den vektor, der =1
{~ rummer initialverdierne for de enkelte pools. -}
{- Sammenh@ngen fremgdr af nedenstéende skema. -}
{= o . -}
{- V[0] =T ‘ R - =}
{- Substrat Pools o o ' ' =1
{- V[1]. V[antal_pools]-X[l] X[antal_pdols] -}
{- . : -}
{rmm s e e e e e }

***************%****r#*********************}

function TNTargetFl(V : TNvector) : float;

‘begin {ACV}
res := (((Vmax

1(v[0]) =* exp(—V[peng]*faktor[eallo]))

* aminniveau(v({0]))

- (vmax

TNtargetFl :=

/ (aminniveau(v[0]) + kon[kmamin]

+ ((kon[kmcys]*amlnnlveau(v[O]))/kon[koncys])

+ ((kon[kmval]*aminniveau(v([0])) /kon[konval])

+ ((kon[KMatp]*amlnnlveau(v[O]))/kon[konatp])))
2(V(0}) *V[acv]/ (Vlacv] .

+ (kon[KMllt]*V[acv])/1ltn1veau(V[O])

+ kon[KMacv] - :

+ (kon[KMilt] * kon[KMacv])/1ltn1veau(V[0])))
res; 4

gotoxy (10,19) ; wrlte(poolnavn[O] V[O] 12.6),

if udskriv then
begin
gotoxy (10,1
.end;
end; { function

1) ;write ('ACV ",Vfaqvjizo,res:ZO);

TNTargetFl }




|
vl
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function TNTargetF2(V : TNvector) : float:
begin {Isopenicillin}
res := (vmax2(V[O])*V[acv]/(V[acv]
© + (kon[KMilt]*V{acv])/iltniveau(V[0])
+ kon({KMacv]
+ (kon[KMilt] * kon[KMacv])/iltniveau(V{0])))
= ({(vmax4 (V[0])*V[fca]*V[iso])/ (V[fcal*V[iso]_ ;
' ’ + (kon[KMfcal*V{iso]) B
- - + {kon[KMiso]*V[fca]l)
+ ((kon[KMfca]*kon[KMlso])))),

TNtargetF2 := res;
if udskriv then
begin .
gotoxy (10,12) ;write('Isop ',V[iso]:20,res:20);
end;

end; { function TNTargetF2 }

function TNTargetF3(V : TNvector) : float:
begin {fexCoA}
res := (vmax3(V[0])*fexniveau(V{0]))/(fexniveau(V[0]) +
{(kon[KMcoa] /kon[koncoal) *fexniveau (V[0])
+ (kon[KMfex])
+ ((kon[KMcoal]*kon[KMfex])/ (kon[koncoal]))
+ ((kon[KMatp]*fexniveau(V[01)) /kon[konatp]))
~ ((vmax4 (V[0])*V[fcal*V[iso]l)/(V[fcal*V[iso]
+ (kon[KMfca]*V[iso})
+ (kon[KMiso]}*V[fcal)
+ ((kon[KMfca]}*kon{KMiso])))):

TNtargetF3 := res;
if udskriv then
begin

gotoxy (10,13) ;write('fexcoa ',V[fca]:20,res:20);
end;
end; { function TNTargetF3 }

function TNTargetF4 (V : TNvector) : float;
begin {Penicillin G}
res := ((vmaxd4d(V[0])*V[fcal*V[iso])/(V[fcal*V[iso]
+ (kon[KMfca]*V[iso])
+ (kon[KMiso]*V[fcal)
+ ((kon[KMfca]*kon[KMiso])))):
TNtargetF4 := res;
if udskriv then
begin
gotoxy (10, 14) ;write('PenG ',V[peng]:20,res:20);
end;
end; { function TNTargetF4 }
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{*********************************************************}
{*** De fplgende funktioner er tomme for @jeblikket ***xx*x}

{*** De kan udfyldes med passende kode, hvis antallet af *}

- {*** modellerede pools skal .vere sterre. *****************}
{*********************************************************}

function TNTargetF5(V : TNvector) :Hfloat;
begin {pool5} : K
end; { function TNTargetF5 }

function TNTargetF6 (V : TNvector) f.float;'
begin {poolé6} : ' -
end; { functlon TNTargetF6 }

function TNTargetF7(V : TNvector) : float:
" begin {pool7}
end; { function TNTargetF7 }

function TNTargetFB(V : TNvector) -: float;
begin {pool8} .
end; { function TNTargetF8 }

function TNTargetF9(V : TNvector) .: float;
begin {pool9} : :
end; { function TNTargetF9 }

function TNTargetF1l0(V : TNvector) : float;
begin {poo0ll0} o
end; { function TNTargetFl0 }

{SF-})
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{***********************************************************}
{*** De fglgende procedurer og. funktioner tjener ****xxkixkxxx}

{*** dels til at initialisere systemet og ****kkkdkkidkkkrxxxx}

{*** til at afvikle ind- og uddata faciliteterne ******xkxxkx}
{***********************************************************)

procedure initialiser(var InitialValue : TNvector;

var Error : byte):

{m— e e e e }
{- Output: initialvalues, Error -}
{- -}
{~ Denne procedure initialiserer ovenstaende variable til 0. -}
{- Og knytter de brugerspecificerede funktioner til vektoren V[] --}
{==— e e e T T S s }
begin

FillChar(InitialValue, SizeOf (InitialValue), 0);

Error := 0;

Vector[l]) := Q@TNTargetFl;

Vector{2] := @TNTargetF2;

Vector{3] := @INTargetF3;

Vector[4] := Q@TNTargetF4;

Vector[5] := QTNTargetF5;

Vector[6] := Q@TNTargetF6:

Vector[7] := QTNTargetF7;

Vector[8] := @TNTargetF8;

Vector{9] := QINTargetF9;

Vector[10] := @TNTargetF1l0;

end; { procedure initialiser }
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j“procedure resultater(antal_pools e intéget;
starttid 't Float;
~ sluttid .z Float;
InitialValues  : TNvector;
: NumReturn.. - ! integer:
var SolutionValues : TNmatrix;
Error . : byte):
= e e oo )
".{- Denne procedure udskriver resultater til uddataenheden -1

var term, index : integer;
a : text;
begln

_ getoutputflle(outflle),

Writeln (OutFile,

Writeln (OutFile) ;

Writeln (OutFile,
Writeln (OutFile,

Writeln(outfile,-

" writeln(outFile,
writeln (outFile,
writeln (outFile,
writeln (outFile,
‘Writeln (OQutFile,

'resultater')’;
starttid);
sluttid):;
numreturn) ;
antal_pools).:
antal konstanter);
antal_faktorer) ;
modelkommentar),
skridt) ;

Writeln (OutFile, 'initialverdier'):
for Term := 0 to antal_pools do
Writeln(OutFile, InitialValues([Term]):;
Writeln (OQutFile):;
erteln(outflle,'Slutv&rdler ),
for Term := 0 to antal_ pools do
Writeln (OutFile, endvalues[Term]);
Writeln (OutFile) ; :
Writeln (OutFile, 'konstanter'): o
for Term := 1 to.antal konstanter do
Writeln (OutFile, kon[Term]):
Writeln (OutFile) ;
erteln(OutFlle,'faktorer ) _
for Term := 1 to antal_faktorér do
Writeln (OutFile, faktor[Term]);:
Writeln(OutFile):; i
if Error >= 1 then

DisplayError;
case Error of
0 : begin
for Term := 0 to antal_pools do
begin
Writeln (OutFile,poolnavn[term]);
for Index := 1 to NumReturn do
begin o
erteln(OutFlle, SolutionValues [Index, Term]);
end; ' 2 . :
erteln(OutFlle);
end;
end;

1 : erteln(OutFlle,

'The number of values to return must be greater than zero.

2 : begin

- Writeln (OutFile, 'The number of intervals must be greater than'):;
erteln(OutFlle, 'or equal to the number of values to return.

end;

l);

')
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3 : Writeln(QutFile, - ' - STt TmEooT
'The number of equations must be greater than zero.'):
4 : Writeln(OutFile, 'The lower limit must be different ',
'from the upper limit.'):;
end; { case }
writeln(outfile);
writeln (outfile, 'slut');
close(outfile);
readln;
end; { procedure resultater } L o

procedure indlaes fra fil;

var term, index : integer;
¢ch : char;
ok : boolean;
infile : text;
filename, streng : string:

begin
repeat

clrscr;
gotoxy (5,5); write('Afbryd ved tryk pd s'):
ok := true;
Ch := 'Y*';
Writeln;
Write ('Enter file name ') ;
Readln (FileName) ;

if Filename <> '‘' then

begin

filename := sti + filename;
Assign (inFile, FileName):
Reset (inFile) ;
iocheck;
end;
if Filename = (sti + 's') then ok := false;
until ((Ch = 'Y') and not (IQerr)) or not ok;
if ok then
begin

readln(infile, streng); writeln(streng):
readln(inFile, streng); writeln(streng);
readln(inFile, starttid); writeln(starttid):
readln(inFile, sluttid); writeln(sluttid):
readln(infile, numreturn); writeln (numreturn):;
readln(inFile, antal pools); writeln(antal pools);
readln(inFile, antal konstanter);writeln(antal konstanter);
readln(inFile, antal_ faktorer);writeln(antal faktorer):;
readln(inFile, modelkommentar);writeln (modelkommentar):;
readln(inFile, skridt);writeln(skridt):
readln{inFile,streng); writeln(streng);
for Term := 0 to antal_pools do
begin

readln(inFile, InitialValues[Term]):

writeln(initialvalues[term]):
end;
readln(inFile, streng); writeln(streng);
readln{infile,streng); writeln(streng):
for Term := 0 to antal pools do
begin
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readlp(mFxle, endvalues[Term] ) H _~ :
wrlteln(endvalues[Term]),
end;: :
readln(inFile, streng), wrlteln(streng),
. readln(infile,streng): wrlteln(streng),
~ for Term := 1 to antal konstanter do.’
. begin fL
. readln (inFile, kon[Term]),
wrlteln(kon[Term]),
~end; -
.feadln(inFile, streng): wrlteln(streng),
readln(infile, streng); wrlteln(streng),
" for Term := 1 to antal_ faktorer do
begin e .
readln (inFile, faktor[Term]),;A'
wrlteln(faktor[Term]), )
~end; , o
readln (inFile, streng); writeln(streng):
for Term := 0 to antal_pools do
begin ' . : : .
readln (inFile,poolnavn[term}); writeln(poolnavn[term]); '
. for Index := 1 to NumReturn do : -
begin
readln (inFile, SolutlonValues[Index, Term]) ;
wrlteln(solutlonvalues[lndex term}) ;
end;
readln(inFile, streng), wrlteln(streng),
end;
close(infile);
. end;
end; { procedure indlaes_fra_ fll }

';procedure udskrlv _data;
- begin -
: {udskrlvning af data} : '
g resultater(antal_pools, starttid, sluttid, InitialValues,
. NumReturn, SolutionValues, Error);
'end {procedure udskriv data}

e
Y-
gon




Kildetekst til programmet. side - 128 7 rhodel.pas

{***********************************************************}

{*** De fplgende procedurer og funktioner tjener *****xxkkkxx}
p
{*** til at give brugeren mulighed for ***¥kkkkkkkkkkkkkkkxk}

{*** at rette pd de faktorer, konstanter og pools, der ****x}
kkk 5 AhkhkhkhkhkhhkhkhrAhhkhkhkkhkhkhhkhkdArhhkhkhkhkkkdhk
{ indgdr i systemet. }

{***********************************************************}

procedure ret_faktor(nr : integer);
var x : integer; ’
begin .
repeat
clrscr;
gotoxy (10, 20); write(faktornavni{nr]):
gotoxy (35, 20) ;write (faktor[nr]);

gotoxy (10,21); write(' skriv den nye verdi : ');
readln (faktor([nx]):;
iocheck:

until not ioerr;
end {procedure ret faktor}:

procedure ret pool(nr : integer):
var x : integer:
begin
repeat
clrscr;
gotoxy (10,20); write(poolnavninr]):;
gotoxy (35,20) ;write (initialvalues([nr]);

gotoxy(10,21); write(' skriv den nye verdi : '):
readln(initialvalues(nr]);
iocheck:;

until not iocerr;
end {procedure ret pool}:;

procedure ret konstant (nr : integer);
var x : integer;
begin
repeat
clrscr;
gotoxy (10,20); write (konstantnavn[nr]):
gotoxy (35,20) ;write (kon[nrl):;
gotoxy (10,21); write(' skriv den nye vardi : ');
readln (kon[nr]) ;
iocheck;
until not ioerr;
end {procedure ret konstant};

procedure faktorer;
var x,y ‘tinteger;
begin
gotoxy (10, 3); write('justeringer '):;
gotoxy (40,3); write('vardi'):;
for x := 1 to antal faktorer do
begin
gotoxy (3,x+4) ;write (x:2);
gotoxy (10, x+4) ;write(faktor([x]:9:5);
write (' ', faktornavn{x])
end;
end {procedure faktorer };
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procedure konstanter; -

var X,y :integer;

begin ;
gotoxy(10,3); write(" konstanter ~'),-,--
gotoxy (40,3); write('verdi'); - :

for x := 1 to antal konstanter do:

begin :
gotoxy (3, x+4); wrlte(x 2);
gotoxy (10, x+4) ;write (kon[x]:9: 5) s
write (' konstantnavn[x])kv

end; - .

end {procedure konstanter }, .

procedure pools;

var x : integer:

begin ’ - R
gotoxy (5,2); write('varierende pools ');
for x := 0 to antal pools do

begin
gotoxy (5, x+3),
write(x,* ,poolnavn[x]), - »
gotoxy (25, x+3), wrlte(lnltlalvalues[x] 8:4);
end;

end; {pools}

procedure ret_ faktorer; : L - . p
var x,svar,nr : integer; '
begin o
svar := 1;
while (svar > 0) do
begin
clrscr;
faktorer;
repeat _ :
gotoxy (10, 24) ; wr;te( tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut');
‘readln (svar); .
if (svar <= antal _faktorer) and (svar > 0) then
begin
ret faktor(svar),
end;
iocheck:
until not ioerr; -
end {while};
clrscr;
end; {ret faktorer}

A

Mgt
L

procedure ret_pools;
var x,svar,nr : integer:
begin
repeat
svar := 1;
while (svar > 0) do
begin . '
clrscr;
pools;
gotoxy (10, 24) ;write('tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut');
readln (svar); .
if (svar <= antal pools) and (svar > 0) then
begin
ret_pool (svar);
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end;
end {while}; - N . ’ ’ -
clrscr;
iocheck;
until not ioerr;
end; {ret pools}

- procedure ret_konstanter:;
var x,svar,nr : integer; : ) ) o _
“begin - ) . -
repeat
svar := 1;- :
while (svar > 0) do
begin
clrscr;
konstanter; _ - . ‘ :
gotoxy (10,24) ;write('tryk tal for emne. Tryk -1 for afslut'):
readln (svar);
if (svar <= antal_konstanter) and (svar > 0) then
begin
ret konstant (svar);
end;
end {while}:;
clrscr:;
iocheck:
until not ioerr
end; {ret konstanter}

procedure parameter Jjustering;
begin
ret_faktorer:;
ret_konstanter;
ret_pools;
gotoxy (1, 20) ;write ('skriv modelkommentar : ');
readln (modelkommentar) ;
end; {procedure parameter justering}
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{***********************************************************}

A{*** De fplgende procedurer og . funktioner tjener *****x*xkxxx}
{*** til at afvikle udtegningen af graferne Kokdkkkkkk Rk hokkoxk }
{*** og sikre udskrivningen. af de oplysninger, der ***xxkxkk}
{*** .er pa graflkbllledet *********************************}
{***********************************************************y

function halvtniveau(x : 1nteger)ﬂ:-real;
var y,z : real; . :
i,3 integer;

-begin '
y = abs(solutlonvalues[numreturn x]/2),
i=1;
while solutlonvalues[l x] <'y. do-:
begln
ioi=1 + 1;
end; R
halvtniveau := solutlonvalues[l 0], .

end {function halvtniveau}:

procedure udtegn_ graf
var
Term,x : 1nteger;
Index : integer;
max,may,miy : -real;
tegn : char;

function maxy : real;
var max : real;

_ indl, ind2 : integer;

. begin :

max 1= - maxlonglnt,,

for ind2 := 1 to antal udvalgte do

for indl := 1 to numreturn do

if SolutionValues([indl,udvalgt[ind2]] > max

then max := SolutionValues[indl,udvalgt{indZ]];
if max > maxlongint
then maxy := maxlonglnt - 100

else maxy := max;
- end {function maxy}:;

‘function miny : real; - . :ﬁi
var min : real; ’ :
indl, ind2 : integer;

begin
min := maxint; ~
for ind2 := 1 to antal_udvalgte do

for indl := 1 to numreturn do
if SolutionValues{indl,udvalgt[ind2]] < min
then min := SolutionValues[indl,udvalgt[ind2]1];
miny := (min):;
end {function miny};

"begin
if xaksenr <= 0 then
virtmaxx := ((solutionvalues[numreturn,0] -
solutionvalues[0,0]) *1.2)
else )

begin

e . meda
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max := - maxint;
for x := 1 to numreturn do ,
if solutionvalues[x,xaksenr] > max then

max := solutionvalues[x,xaksenr];
virtmaxx := (max * 1.1);
end; ,
if virtmaxx < 1 then virtmaxx := 1;
xforskydning := (- starttid);

_ may := maxy; miy := miny; _ s ) :
virtmaxy := ((may - miy) * 1.2); ’ -
if virtmaxy < 1 then virtmaxy := 1; :
yvforskydning := O0; -
clrscr;

gotoxy(10,10) ;write ('Manuel skalering (j/n) ?: ');
readln(svar);
" if svar = 'j' then

begin

gotoxy (10,12) ;write('Skriv ymax : '):

readln (virtmaxy) ;
end;
startgrafik;
akser;
outtextxy (570,340, streng(sluttid)):
outtextxy (5,340, streng(starttid)):
outtextxy (100,10, modelkommentar) ;
outtextxy (100,20, '‘PenG slutniveau : ');
outtextxy (300,20, streng(solutionvalues [numreturn,peng])):
outtextxy (100,30, 'PenG 1/2 til tiden : ');
outtextxy (300,30, streng (halvtniveau (peng))):
outtextxy(380,30,"' timer');

for Term := 1 to antal udvalgte do
begin
flyttil (SolutionValues[0, xaksenr],
SolutionValues [0, udvalgt{Term]]):
SetColor{(term + 1);
for Index := 1 to NumReturn do
begin
tegntil (SolutionValues[Index, xaksenr],
SolutionValues[Index, udvalgt[Term]]);
end;
outtextxy (560,gety - 8,poolnavn{udvalgt{Term]]):
end;
readln;
RestoreCrtMode;
end; {udtegn graf}

procedure pools til graf;
var x,svar,nr : integer;

begin

clrscr;

gotoxy (10,2); write(' pools ')

for x := 0 to antal_pools do

begin
gotoxy (10, x+3) ;write(x, ', poolnavn([x]):

end;

repeat
gotoxy(10,2); write('velg de pools, der skal udtegnes');
svar := 0;

nr := (;
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while svar >= 0 do
begin . C K o
~ gotoxy (10,24) ;write (" tryk tal for Pools Tryk -1 for afslut');
:readln(svar); oo
- if (svar <= antal_pools) and (svar >=" 0) then .
begin
nr := nr + 1; :
udvalgt[nr] :=.svar;
antal udvalgte := nr;
end;
end {while};
iocheck:;
until not -ioerr
end; {pools til graf}

procedure vaelgXakse;
var svar : integer;
begin
clrscr;
" pools; , ' .
gotoxy (10, 2), write ('XAKSE pools ')
svar := -1;
while not ((svar >= 0) and (svar <= antal~pools)) do
begin
gotoxy (10, 24) ;write('tryk tal for gnsket Xakse )2
readln (svar);
XAKSENR := svar;
end {while};
end; {vaelgXakse}
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{***********************************************************}

{*** De fplgende procedurer tjener **kxkxkkkkkkhkk kA kkkkkkk %} -

{*** t£il at afvikle den numeriske analyse *¥*kkkkkkkkkkkkhx}
{*** af Systemet. ******************************************}

{***********************************************************}

procedure loesSystemet (bund : float):
var hl,hmin,tolerance : real;
svar : char;
i : integer;
begin
clrscr:
gotoxy (10, 3) ;
write ('Juster modellens parametre ? (j/n) : '):
readln(svar) ;
if svar = 'j' then parameter_ justering;
gotoxy(10,5);
write ('med legbende udskrift af tallene ? (j/n) : '):
readln (svar) ;
if svar = 'j' then udskriv := true else udskriv := false;
repeat
gotoxy (10,7);
write ('skriv sterrelsen af integrationsskridtet : '):
readln(skridt):;
iocheck;
until not ioerr;
clrscr;
gettime (time, minut, sek, sekl00):
gotoxy (5,1) ;writeln('start ',time:3,minut:3,sek:3);"
gotoxy(5,3);
writeln('fra ‘,bund:6:2,' til ',sluttid:6:2, ' med skridt =
',s8kridt:6:5);
gotoxy(5,7) ;writeln (modelkommentar) ;
gotoxy (5,6);
write('*** modelkommentar**************************************l);
gotoxy (5,9):
write ('**** substrat *** koncentration ***** hagtighed*x*x*sx%1),
gotoxy(5,20);
write('*******************************************************l);
gotoxy (5,21);
write('Tryk pa2 s for at stoppe integrationen. ');
InitialConditionSystem(antal_pools, bund, sluttid, InitialValues,
NumReturn, skridt, SolutionValues, Error,

Vector);
for i := 0 to antal pools do
begin
endvalues[i] := solutionvalues[numreturn,i}:;
end;

gotoxy (40,19);
writeln('Integrationen er slut. ');
gettime (time, minut, sek,sekl00);
gotoxy(5,2) ;writeln('slut *,time:3,minut:3,sek:3);
writeln (#7);
readln;
end {procedure loesSystemet};

procedure videre;
var x : integer;

bund : float:
begin
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P

.: sbundy 3= sluttid;
repeat
clrscr; : .
;. write('fra ',bund);
write(' til '): '
readln(sluttid) ;
. idocheck; S e
. until not iocerr; o S S
~ if ‘sluttid <= bund then error := 4; '
" ..InitialValues[0] := bund;
for x := 1 to antal_pools do
initialvalues{x] := solutlonvalues[numreturn x],
© pumreturn = round(sluttld —‘starttld), '
loessystemet(bund),
end; :{procedure videre}
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{***********************************************************}

{*** De fplgende procedurer tjener **xxkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkk}
{*** til at afvikle menustyringen og *¥k**xkakkkkdkxkkkkkkkkix}

{*** initialiseringen af programmet, *¥**¥*dxkkakkkkrkkrkkrk}
{***********************************************************}

procedure ‘menu; 7
var svar: integer; ? o
slut™: boolean; ) )
begin R , . -
slut := false:; : ) :
repeat
clrscr;
gotoxy (5,5):
write(l********************** DIIENU **************************'),-
gotoxy (48,7) ;write('tryk pa');
gotoxy{(10,8) ;write('ker modellen '):
gotoxy (50, 8) ;write('1");
gotoxy (10,9) ;write('videre '"):
gotoxy (50,9) ;write('2"');
gotoxy (10,11) ;write (*udskriv data '):
gotoxy (50,11) ;wxite('3'):
gotoxy(10,12) ;write('indles tidligere kgrsel ');
gotoxy (50,12) ;write('4"):
gotoxy (10,14) ;write('pools til grafen');
' gotoxy (50, 14) ;write('5'):
gotoxy(10,15) ;write('tegn graf(er)'):;
gotoxy (50,15) ;write('6'):
gotoxy (10,17) ;write('slut');
gotoxy (49,17) ;write('10");
gotoxy (5,19);
Write('**************** tryk en tast **********************‘);
gotoxy(5,20) ;write('nuverende interval: ',starttid:5:1,'
- ',sluttid:5:1);
gotoxy(5,21);
write('********'k*******************************************l),-
gotoxy(5,22) ;write('stien : ',sti):
gotoxy(5,23);write('lagerplads til radighed ',memavail,' bytes'):
gotoxy (50,16);
readln (svar):
case svar of
1 : begin
initialiser{InitialValues,Error);
init_pools;
gotoxy (10,10) ;writeln('Integrationen begynder ved 0 ');
gotoxy(10,11) ;write('Hvor skal den slutte? : *);
readln(sluttid);
starttid := 0;
InitialvValues[0] := starttid;
solutionvalues{0] := initialvalues:
numreturn := round(sluttid-starttid):
{antallet af outputs styres i inithan2.inc}
loessystemet (starttid);
end;
2 : begin
videre;
end;
3 : udskriv_data;
4 : indlaes fra fil;



51 begin pools_: til,. graf-"end}

, 6 : udtegn_: graf =
... 10, i begin R N
‘ T slut := true,:r' "\
clrscr,; ‘ i
end;

else
svar := -1;
end. {case};
~ iocheck:
until (slut) and (not 1oerr),
-end {procedure menu}, :

procedure begynd,
begln
ioerr := false; S
bogstaver := ['A',.'Z2','E','»
cifre := ('0°'. .'91]' . "‘“
ClrScr; - | v
'1n1t1allser(InltlalValues,,Error)L
init_.pools; »
init_konstanter;
starttid := 0;
sluttid := 0; :
. modelkommentar ;=-'normal:p.
- xaksenr := 0; - AN
.end {procedure begynd}

i Lo
\

begln { program D1fferentlalllgnlngssystem }
clrscr; .
gotoxy (45,4) ; R :
. gotoxy (5,5) ;write(! anglv drev og blbllOtek for datafller 2
readln(stl), o R S , . FR AT
"begynd;
menu; e
. Close(OutFile); . CE
end. { program leferentlalllgnlngssystem }

21:1

_}fff”
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?unit RﬁngéKu4}

A= 'Denne unit varetager afv1k11ngen af ' ' -
A= 4. ordens Runge Kutta algorltmen med fast skrldtlangde

. thgél{u’.pja's

~{-—  For en sadvanllg vektordlfferentlalllgnlng af 1 orden..sgt“

($N-}

interface -

"ﬁées crt}
__{$IFOPT N+}
“type’ : T PR RN |
+ ‘Float = Double; { 8 byte real, requirés'8087”m3ph‘6hip.}.’lp,'

- const

- TNNearlyZero = iE?ClS; )
. type ‘ e R
" Float = real; { 6 byte real, no math chip required;k:..
. const ' - : . .
.. -INNearlyZero = 1lE-07;
"~ {$ENDIF} S
‘“TNAfraySize = 10; "
MaxFuncs =10;
_xtype

"INvector = arrayl[0..TNArraySize] of Float;
- TNmatrix = array[0..250) of TNvector:;
~FuncVect = array{l MaxFuncs] of 901nter.;

- . fProgramkoden er en kraftlg omarbejdnlng af 1n1tva11 inc
A= og initvalz. 1nc, som. er 1nkluderet i Numerlcal ToolboxJT.
{-  fra Borland ' :
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procedure InitialConditionSystem(antal_pools

bund

sluttid
InitialvValues
NumReturn
skridt
SolutionValues
Error

Vector

var

var

var
var

Input: antal_ pools, bund, sluttid, InitialValues, -

RungeKu.pas

integer;
Float;

: Float;

: TNvector:;

: integer;

: float:;
TNmatrix;
byte:;
FuncVect) :

{- L NumReturn, skridt -1
{- Output: SolutionValues, Error ~1}
{- ' -}
{- -}
{- Errors: 0: No errors -}
{- 1: NumReturn < 1 -1
{- 2: -}
{- 3: antal pools < 1 -1
{- 4: bund = sluttid -1
{- -}
{-————— e e e — e e e }
implementation
{$L Initval.OBJ}
{SF+}
function UserFunctionl (T, X Float; ProcAddr Pointer)
: Float:; external;
function UserFunction2 (T, X, XPrime : Float; ProcAddr Pointer)
: Float; external;
function UserFunction3(V : TNvector; ProcAddr Pointer)
: Float; external;
function UserFunction4d (V TNvector; ProcAddr Pointer)
: Float; external;
{SE-}
procedure InitialConditionSystem({antal_ pools integer;
bund Float;
var sluttid Float;
InitialValues TNvector;
var NumReturn integer;
skridt : float;
var SolutionValues : TNmatrix:
var Error : byte;
Vector FuncVect) ;
var )
spacing, HalfSpacing : Float; { Size of each subinterval }
Index : integer;
Term : integer;
F1 : TNvector;
F2 : TNvector;
F3 : TNvector;
F4 : TNvector:
CurrentValues TNvector;
TempValues TNvector;
procedure TestAndInitialize{antal pools integer;
bund : Float:
sluttid : Float;
var skridt float;
NumReturn integer;
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" var Spacihg;;F o .::Floaﬁ:

var Error -, ‘ : byte);
(- B it B
{- .Input: antal pools, bund, .sluttid, - . - -}
L {- . spacing, NumReturn . - ... . . . : -}
“{~- Output: spacing, Error oy . e o -}
{- This procedure'initializes the above variables. - -}
. {- antal_pools, spacing, and NumReturn are checked for o -}
. {- errors. They must be greater than zero. . R ' -}
.'{_.....__....__._.._.__.._—_.-____....__...._.___________.._____' ______ e - ——— —— ..i}' .
- begin
Error := 0;
if NumReturn <= 0 then
. Error := 1;
i1f skridt <= 0 then
error := 2;
if antal_pools <1 then
Exrror := 3; '

if bund = sluttid then
"Error := 4;

- if Error 0 then
begin . v
. spacing := skridt;
end;

'f"end,v{ procedure TestAndInltlallze }

\'procedure Step (Spacing ' : float;

var CurrentValues : TNvector;

var F - : TNvector):
- e ittt ettt bt |
© . {- Input: Spacing, CurrentValues . =}
“ {- Output: F ' C -}
S S | . -}
_ {- This procedure performs one step in the Runge-Kutta -}
{- four-step algorithm. By varying CurrentValues, this -}
{- procedure can be used at all steps 1n the Runge— -1
- {- Kutta algorlthm » _ : -}
{- ‘ -}
{- .This procedure assumes .that there are no more than -}
{~ ten coupled lst-order equations. "The F's record’ -}
" {- information about the 10 (or fewer) independent -}
{—‘variables. e -}

var index : integer;

" begin
for index := 1 to antal pools do
begin i . o
F[index] := Spacing * UserFunction3(CurrentValues, Vector[index]);.
end; : Co : . S

end; { procedure Step }
var stop : boolean ;

begin { procedure InitialConditionSystem .}
TestAndInitialize (antal_pools, bund, sluttid,

. skridt, NumReturn, Spacing, Error);’

if Error = 0 then ' '

begin
CurrentValues := InitialValues;
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currentvalues[0] := bund;
HalfSpacing := Spacing / 2;

stop := false; ) .
while ({currentvalues([0] + spacing) <= sluttid) and (not stop) do
begin

{ First step - calculate F1 }

Step (Spacing, CurrentvValues, Fl);

TempValues[0] := CurrentValues[0] + HalfSpacing;
- for Term := 1 to antal_pools do N
TempValues [Term] := CurrentValues[Term] + 0.5 * Fl[Term};

.{ 2nd step - calculate F2 }
~Step (Spacing, TempValues, F2);
for Term := 1 to antal pools do

TempValues [Term] := CurrentValues[Term] + 0.5 * F2[Term];

{ Third step - calculate F3 }
Step (Spacing, TempValues, F3);
TempValues[0] := CurrentValues[0] + Spacing;
for Term := 1 to antal pools do
TempValues [Term] := CurrentValues[Term] + F3[Term]:;

{ Fourth step - calculate F4[l1); first equation }
Step (Spacing, TempValues, F4):

{ Combine F1, F2, F3, and F4 to get }
{ the solution at this mesh point = }
CurrentValues[0] := CurrentValues[0] + Spacing;
for Term := 1 to antal pools do
CurrentValues[Term] := CurrentValues[Term]
+ (F1l[Term] + 2 * F2[Term]
+ 2 * F3[{Term] + F4[Term]) / 6:

sclutionvalues{trunc (CurrentValues{0] + 1)] := currentvalues;
if keypressed then
begin
if readkey = 's' then
begin
stop := true;
numreturn := trunc (CurrentValues{0]):
sluttid := numreturn;
end;
end;

if (currentvalues([0] > 0.9)
and ((currentvalues[l] < 0)
or {(currentvalues{2] < 0)
or (currentvalues[3] < 0)
or (currentvalues[4] < 0))

then

begin
stop := true;
numreturn := trunc(CurrentValues([0] + 1) - 2;
sluttid := numreturn;
gotoxy (5, 21);
write ('Negative koncentrationer!. '):
gotoxy (5,22);
write ('Integrationsskridtet er for stort.

Juster og fortsat.');
end;
end;

end;
end; { procedure InitialConditionSystem }
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end., {"RungeKu‘4 }
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unit koprdinat}_-
© {$n-)
interface
" uses graph;
- war grafikdriver, grafiktilstand, fejlkode :. integer:
- virtmaxX, virtmaxY, yforskydning, xforskydning : real;
~“procedure startgrafik; , ’ .
procedure initialisergrafik;
. procedure tegntil(x,y:real);
procedure flyttil {(x,y:real);
procedure akser; :
function streng(tal .: real) : string;

implementation

procedure startgraflk

begin
-grafikdriver := detect; .
1n1tgraph(graflkdrlver,graflktllstand ')
fejlkode := graphresult;
if fejlkode <> grok then
"begin
writeln('Grafik fejl’ ‘;grapherrormsg(fejlkode));
haltr o .
end;
end;

procedure initialisergrafik-'

begin
write('skriv virtmaxX -> '); readln(virtmaxx):;
write(*'skriv virtmaxY -> '):; readln(virtmaxy):

write ('skriv xforskydnlng -> '),.readln(xforskydning);.
‘write('skriv yforskydning -> '}); readln(yforskydning);
end; : .

function transX(x : real) : integer;

begin

transX := round(x * (getmaxX/virtmaxX)):;
end; :

function transY(y : real) : integer;
begin

transY := getmaxY - round(y * (getmaxY/virtmaxY));
end;

procedure tegntil(x,y : real):;
begin

llneto(transX(x+xforskydn1ng) transY(y + yforskydning)):
end;

procedure flyttil(x,y : real);
begin

moveto (transX (x+xforskydning),trans¥Y(y + yforskydning)):
end;

procedure akser;
procedure xakse:;
var a,b,c,d : real;
procedure hak;
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begin
linerel (0, 3):
linerel(0,-6):
- end; . .

a := (virtmaxx - xforskydning):;
b := 0; .
while (¢ .* b) < a do
begin
b :=Db + 1;
= flyttil(c*b,0); -
d := (round{(c*b) MOD 24):; :
if d = 0 then linerel(0,-20) else hak;
end;
end; {procedure xakse}

procedure yakse;
var a,b,c : real;
i : integer;
tal : string([10];
procedure hak:
begin
linerel (3,0);
linerel (-6,0):

end;
begin

a := virtmaxy - yforskydning;

if a > 5 then begin ¢ := 1;i := 0; end
else if a > 2 then begin ¢ := 0.5; 1 := 1; end
else if a > 0.2 then begin ¢ := 0.1; i := 1; end
else begin ¢ := 0.01;1i := 2; end;

b := 0;

while c*b < a do

begin

b :=Db + 1;

flyttil (0, c*b);
str((c*b):3:1i,tal);
outtext (tal) ;
flyttil (0, c*b);
hak;

end;

end; {procedure yakse}

var x,y : integer;

begin
flyttil (-xforskydning, 0);
tegntil (virtmaxX - xforskydning,0):
flyttil (0, -yforskydning) ;
tegntil (0, virtmaxY - yforskydning):;

xakse;
yakse;
end {procedure akser};
function streng(tal : real) : string:
var samlet : string;
begin

if tal > 10 then str(tal : 3 : 0,samlet)
else str(tal : 4 : 2,samlet):;
streng := samlet;
end; {function streng(tal)}

begin end.
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