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KALMAN FILTRESININ ENZIMATIK REAKSIYONLARIN MODELLENMESINDE KULLANIMI

Yalgin Oksiiz

0z

Bu calismanin amaci, Michaelis-Menten denkleminin model alindigi enzimatik reaksiyonlara uygulanabilecek
genigletilmis Kalman filtresinin tasarlanmasi ve tasarlanan filtrenin 6zelliklerinin benzetim calismalari ile
belirlenmesidir. Tezin son agamasinda tasarlanan genisletiimis Kalman filtresi (GKF) glukoz oksidaz enzimine
ait kinetik verilere uygulanmis ve parametre kestirimleri (maksimum reaksiyon hizi (V,.), Michaelis-Menten

sabiti (K)) yapilmistir. Yapilan parametre kestirimleri kullanilarak, glukoz oksidaz enziminin zamanla
parcalanmasina dayanan bir model énerilmis, modelin gegerliligi deneysel verilerle dogrulanmistir.

Kalman filtresi dogrusal durum-uzay modeline dayanan sistemler igin, durum degiskenlerinin élgim ve model
denklemleri kullanilarak kestirildigi bir algoritmadir. Kalman filtresi élglim guriltistu ve sistem girdltisiniin
normal da@ilim gdsterdigi durumda kuramsal olarak en iyi kestirim sonuglarini vermektedir. Hatanin normal
dagiim géstermedigi durumda da dogrusal kestiriciler arasinda en iyi kestirimi Kalman filtresi vermektedir.
Kuramsal olarak stlin 6zelliklere sahip olmasinin yaninda Kalman filtresi havacilik, yén gidim ve elektronik
gibi bircok alanda pratik olarak uygulanmaktadir. Son yillarda  biyoteknoloji ve reaksiyon kinetigi
calismalarinda kullaniimaya baglanmistir.

Calismada model denklem olarak alinan Michaelis-Menten denklemi enzimatik reaksiyonlarin kinetigini
aciklamada yaygin olarak kullaniimaktadir. Michaelis-Menten denklemi basit enzim kinetigini agiklamak (izere
tdretilmis olmasina ragmen (rlin ya da substrat inhibisyonun gergeklestigi durumlarda denkleme ek kinetik
sabitlerin eklenmesi ile modifiye edilerek kullanilimaktadir. Bu ¢alismada énerilen modelde ise denklemi ek

parametrelerle modifiye etmek yerine Vy.In zamanla degistigi varsayimi kabul edilmistir.

Bu calismada éncellikle V., ve K,ynin ayri ayri ve es zamanli kestirimi icin 3 farkli filtre tasarlanmigtir. Yapilan
benzetim calismalarinda GKF’nin parametreleri ayri ayn olarak gercek degerlerine yakin kestirebildigi ve
parametrelerde zamana bagl gérllebilecek Ussel degisimleri de takip edebildigi gosterilmistir. Her iki
parametrenin es-zamanli kestiriminde ise filtrenin gercek degerleri kestiremedidi, yapilan baglangi¢ tahminine
gbre deneysel veriye uyan parametre ciftini kestirebildigi gosterilmistir. Bunun yaninda filtrenin baslangic
tahmininden bagimsiz olarak Vi./K, oranini dogru kestirebildigi gésterilmigtir. Filtrenin eszamanli parametre
kestirimi icin sistem girdltd matrisinin filtre denklemlerinde sabit alinmasi yerine zamanla degisen bir
fonksiyon olarak kullanildigi ve dlgim modelinde 1 yerine 2 farkli substrat derigsim profillerinin kullanildigi 2
yéntem &nerilmis ve bu yontemlerle tasarlanan filtrelerin parametreleri es zamanli olarak kestirebildigi
benzetim caligmalarinda gésterilmistir.

Deneysel calisma kisminda glukoz oksidaz enziminin glukozu glukonik aside parcaladigi reaksiyon pH-stat
cihazi ile takip edilmis ve enzime ait Michaelis-Menten parametreleri kestirilmistir. Kestirilen parametrelerin
kullanilarak hesaplandi§i kuramsal substrat derigim profilleri deneysel profillerle karsilastinimis ve modelin
gecerli oldugu gosterilmistir. GKF ile yapilan parametre kestirimlerine dayanarak glukoz oksidaz enziminin
reaksiyon slresince parcalandigi ve bu parcalanmanin 1. derece kinetik davranis gésterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Genigletiimis Kalman filtresi, parametre kestirimi, Michaelis-Menten denklemi, glukoz
oksidaz. )
Danigman: Prof.Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe Universitesi Gida Mihendisligi Bélimu



APPLICATION OF KALMAN FILTERING TO MODELLING OF ENZYMATIC REACTIONS
Yalgin Oksiiz
ABSTRACT

This study’s aim is firstly to design an extended Kalman filter for application of enzymatic reactions based on
Michaelis-Menten kinetics and determine the properties of the designed filter. In the last part of the study,
Extended Kalman Filter is applied to kinetic data obtained from enzymatic reaction of glucose oxidase and
parameters of Michaelis-Menten equation (maximum reaction rate (V,..), Michaelis-Menten constant (K,,)) are
estimated. Based upon the parameters estimated by Extended Kalman Filter, a model in which glucose
oxidase is decomposed simultaneously is proposed and validity of the model is confirmed with experimental
data.

Kalman filter is an algorithm, which estimates state variables of a state-space model by utilizing
measurements and model equations. Kalman Filter gives the best estimates when the measurement noise
and system noise is normally distributed with zero mean. Kalman Filter is practically applied to aerospace,
navigation and electronics. Recently it has been applied to biotechnological applications and reaction kinetics.

Michaelis-Menten equation, taken as model equation in this study, is derived with assumption of irreversible
reactions with no inhibition. In case of substrate or product inhibition, the equation is modified with additional
parameters. In this study model is not modified in case of inhibition, instead the parameters V.. and K, are
drifted during the process. In this study, firstly, 3 separate filters are designed for estimation of Michaelis-
Menten parameters individually and simultaneously. The results of simulations have shown that Extended
Kalman Filter can estimate true values of the parameters individually however correct values can not be
estimated in case of simultaneous estimation of both parameters. Estimated parameters give good fit to
substrate concentration profiles changing according to initial guesses in the initialization of Extended Kalman
Filter. It is founded that independent of initial guess, Extended Kalman Filter can estimate correctly the ratio of
Vinad Ko In order to improve estimation of simultaneous parameters; the error covariance matrix is given as a
function of time. Another method to improve estimation is to use two different substrate concentration profiles
in the measurement model. It has been shown in simulation studies that if these two methods is used,
Extended Kalman Filter can estimate the correct values of the parameters.

In the experimental study, the reaction of glucose decomposition to gluconic acid is traced with a pH-stat
device and Michaelis-Menten parameters are estimated. Theoretical substrate concentrations calculated by
using estimated parameters in Michaelis-Menten equation is found to be in accordance with experimentally
obtained substrate concentration profiles. These results have shown that model used in this study is valid.
Based upon estimated parameters by Extended Kalman Filtering, it is found that glucose oxidase is
decomposed and decomposition process has shown first degree kinetic behaviour.

Keywords: Extended Kalman Filter, parameter estimation, Michaelis-Menten equation, glucose oxidase

Advisor: Prof.Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe University, Engineering Faculty, Dept of Food Engineering
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi
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Kin : Enzim inaktivasyonu sabiti,1/s



1.GIRIS

Kalman filtresi durum-uzay modelleri ile tanimlanan sistemlerde deneysel veriyi kullanarak durum
degiskenlerinin kestirimini 6zyinemeli olarak yapan bir algoritmadir. Kalman Filtresi havacilik, yén
gudim, elektronik gibi cesitli alanlarin diginda son yillarda biyoteknoloji ve reaksiyon kinetigi gibi
alanlarda da kullaniimaya baglanmistir. Bu ¢alismada Kalman filtresinin dogrusal olmayan sistemlere
uygulanmasi olan GKF kullaniimistir. Michaelis-Menten kinetigini model alan filtreler tasarlanmis ve
filtrelerin parametre kestirim performanslari benzetim calismalari ile incelenmigtir. Parametrelerin
modelleme hatalarina bagli olarak zamanla degistigi durumda Kalman filtresinin parametreleri gercek
degerlerine yakin olarak kestirebildigi g6sterilmistir. Tasarlanan Kalman Filtreleri, model denkleminde
yer alan durum degiskenleri ile adlandinimistir. Ornegin substrat derigiminin ve K, nin kestirildigi filtre

icin (S, K} kullaniimigtir.

Deneysel calisma kisminda glukoz oksidaz enziminin kinetigi incelenerek bu enzime ait Michaelis-
Menten parametreleri GKF kullanilarak kestiriimistir. Kestirilen parametre degerleri kullanilarak
hesaplanan substrat derigsim profilleri, deneysel olarak 6lgilen substrat derisim profilleri ile
karsilastirilarak Kalman filtresinin kestirim performansi incelenmistir. Kestirim sonuclari kullanilarak

glukoz oksidaz enziminin reaksiyon boyunca parcalanmasina dayanan bir model 6nerilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Michaelis-Menten Denklemi

Enzimatik reaksiyon icin 6nerilen kinetik mekanizmalar genellikle ilk-hiz verilerini agiklamak igin
olusturulmustur. Kinetik mekanizmalar cogunlukla Brown (1902) tarafindan O6nerilen, enzim ve
substratin reaksiyon éncesindeki belirli bir zaman siresi icinde birlesmeleri gerekliligi ilkesine dayanir
(Herbert,1979). Brown tarafindan dnerilen reaksiyon semasi asagidaki sekilde verilmektedir.

ky

E+S>COM-E+P

ky

Brown tarafindan &énerilen model énce Henri (1902) ve daha sonra Michaelis ve Menten (1913)
tarafindan matematiksel ifadeye dénlstiriimastir. Substratin tersinmez olarak Grliine dénustig

durumda sistemi agiklayan diferansiyel denklemler asagidaki gibi yazilabilir.

éﬂﬂzﬁﬁgwm+hpm
(2.1)

AEW B0+ (K., +k,)C(0)

dt 22)
dC@) _ kE@®)S(t) = (k_, +k,)C(¢)

dt 23)
% = k2C(t)

" (2.4)

asagidaki denklemler elde edilir.

S(0)=S(1) +C(1) + P(1) (2.5)

E(0)=E@®t) +C(t) (2.6)



Burada S(1), E(), C(t), P(t), t sirasiyla substrat derisimi, enzim derisimi, enzim-substrat kompleksi
derisimi, Urlin derisimi ve zamani, ki, Kk k. kinetik sabitleri gdstermektedir. Dogrusal olmayan bu
diferansiyel denklem sisteminin bazi 6zel durumlar (6rn:k.,=0; (Segel,1988)) disinda genel analitik

¢OzUma yoktur.

Henri ve Michaelis-Menten tarafindan 6nerilen model reaksiyona giren substrat ve enzim ile
reaksiyon sirasinda olusan enzim-substrat kompleksi arasinda hizli denge olusumuna
dayanmaktadir. Reaksiyon baslangicinda olusan bu dengeden sonra kompleks substrat ve Grline
goreli olarak yavas hizda parcalanmaktadir. Onerilen bu modele gére k, kinetik sabitinin ., kinetik
sabitine gdre kiglk olmasi gerekmektedir. Briggs ve Haldane (1925) tarafindan dnerilen gegici-
yatiskin durum varsayimi (GYDV) modelin daha genel durumlar icin de gecerli oldugu gdsterilmistir.
Bu varsayima goére kompleks derisiminin reaksiyonun baglangicindan hemen sonra dengeye geldigi
ve reaksiyon siiresince sabit kaldigi kabul edilmektedir. Onerilen 2 farkli reaksiyon mekanizmasi

sonug olarak ayni denklemi vermektedir.

€D _ . E()S(1) - k., +k,)C() 00 o
Buradan C(t) icin asagidaki denklem elde edilebilir.

C(t) = ki (E, = C(1)S() _ ES

k., +k, (k_ +k)/k +S (2.8)

C(t)ye ait bu ifade denklem 2.4 icinde kullanilirsa
dP _ V.S

dt Km +S5(1) (2 9)

— k—l + k2
" kl , Vmax = kZEO (210a’b)

Burada K, Michaelis-Menten sabitini, V.., maksimum reaksiyon hizini gésterir. Substrat derisimi igin

yapilan kitle denkliginden asagidaki ifade elde edilebilir.



ds() , dP() , dC() _
dt dt dt (2.11)

Kompleks derisimi GTDV ‘ye gdre sabit kabul edildidi icin substrat derisimine ait hiz ifadesi agagidaki

gibi verilmektedir.

as(®) _ _ VauS(®)

max

dt K, +S@t) (2.12)

Denklem 2.12 Michaelis-Menten denklemi olarak adlandirimaktadir. Michaelis-Menten sabiti farkli
kaynaklardan elde edilen enzimlerin substrata kargi olan ilgilerinin karakterize ediimesinde

kullaniimaktadir.

Cw _ St
E, K, +S@) (2.13)

Farkli kaynaklardan elde edilen enzimler sabit substrat derisiminde K, dederlerine gdre enzim-
substrat kompleksi olusturmaktadirlar. K, dederi azaldikca enzim-substrat kompleksi derisiminin,
baslangi¢ enzim derigimine orani artmaktadir. Bu da ortamda daha fazla oranda enzimin substratla
reaksiyona girerek kompleks olusturdugunu gdstermektedir. K, icin yapilan bir diger tanima gére K,

degeri, maksimum reaksiyon hizinin yarisina ulagilabilmesi icin gerekli substrat derigimidir.

2.1.2 Michaelis-Menten Denkleminin Gecerlilik Sartlari

Michaelis-Menten denklemin tlretilmesinde kullanilan GYDV’nin gegerli olabilmesi icin Briggs ve
Haldane baglangi¢ enzim derisiminin baslangi¢ substrat derisimine oraninin disiik olmasi gerektigini

belirtmistir.

23 <<1
S (2.13)

Michaelis-Menten denklemine gére reaksiyon baslangicinda olugsan hiz, reaksiyon sirasinda
gérilebilecek en ylksek hizdir. Reaksiyon sirasinda substratin harcanmasi ile reaksiyon hizi sirekli

olarak dismektedir. GYDV'nin gegerli olmadigi durumda ise reaksiyon baslangicindan kompleks



olusumuna kadar gecen stirede Urlin olusumu yavastir. Kompleks derisiminin dengeye gelmesi ile
Urdn olugsum hizi, substrat harcanma hizina esitlenmekte ve reaksiyon hizlanmaktadir. Reaksiyon
baslangicinda gérilen bu bekleme fazi 6zellikle ilk-hiz Slgimlerinde hatali sonug verebilmektedir.
GYDV ile ilgili son yillarda yapilan ¢alismalar GYDV'nin goreli olarak yiksek enzim derisimlerinde de
gecerli olabilecegini géstermektedir (Segel,1988; Borghans ve ark., 1996). Segel tarafindan 6nerilen
varsayimda reaksiyon sireci iki farkli zaman élcegine ayrilmaktadir. Hizli gegis zaman élcegi (£
reaksiyonun baglangicindan kompleks derisiminin dengeye geldigi ana kadar gecen stire olarak
tanimlanmaktadir. Bu sireyi hesaplayabilmek icin olusan kompleks derigimi, denklem 2.1’e gére

kompleks olusumunda gorulebilecek en ylksek hiza béllinmektedir.

t = (EOSO /(Km + SO))

L kEqyS, (2.14)
f=

‘ kl (SO + Km) (215)

Yavas zaman Olcegi (1) ise substrat derisimi referans alinarak hesaplanmakta ve toplam substrat

derigiminin reaksiyon sirasinda gorilebilecek maksimum hiza bolinmesi ile bulunmaktadir.

SO

l‘Y =
Clds@yrar (2.16)

k,E, (2.17)

Segel’e gére Michaelis-Menten denkleminin gegerli olabilmesi igin f/t; oraninin 1’den kigik olmasi

gerekmektedir.

k,E,

— <<]
kl(Km + SO) (218)



Bu sarta ek olarak hizli zaman dlgegi sirasinda Grline déniisen substrat miktarinin toplam substrat
derisimine oranin da 1'den kiglk olmasi gerekmektedir. Hizli zaman élcegindeki harcanan substrat

miktari, £’nin bu sure icinde gorllebilecek maksimum hiz ile ¢arpilarak bulunmaktadir.

E,
K, +S,

<<1

(2.19)

Tretilen bu iki esitsizlikten substrat derisimi degisimini referans alan esitsizlik 2.19 digerini de
kapsadigi icin tek basina yeterli olmaktadir. Esitsizlik 2.19a gdére Michaelis-Menten denklemi
baslangi¢ enzim derisiminin K, degerinden dlstk oldugu durumda da gecerlidir. Borghans ve ark.
(1996) tarafindan 6nerilen degdisken donlstirme yontemi ile Michaelis-Menten denkleminin gegerli
oldugu parametre sinirlari yilksek enzim derisimlerini kapsayacak sekilde genisletilmistir. Herhangi
bir andaki toplam substrat derisimi agsagidaki gibi ifade edilmektedir.

S(@) =St +C(t) (2.20)

Toplam substrat derigimi Gzerinden tiretilen gegerlilik sarti ise agagidaki gibi ifade edilmektedir.

k,E,

<<1]
k(E,+S,+K,)’

(2.21)

2.1.2. Michaelis-Menten parametrelerinin deneysel veriler kullanilarak kestirimi

Michaelis-Menten  parametrelerinin  belilenmesi  icin ~ kullanilan ~ yontemler 2 grupta
incelenebilmektedir. ilk grupta yaygin olarak kullanilan grafik yéntemleri, farkli baslangic substrat
derisimleri icin ilk-hizlarin dlgtimesine dayanmaktadir. Elde edilen veriler parametrelerin gruplanmasi
ile dogrusallastinlan Michaelis-Menten denklemine gdre grafige gegirimektedir. Yonteme gére
degismekle beraber cizilen grafigin egimi, x ve y eksenin kestigi noktalar bulunarak parametreler

kestirilmektedir. Bu ydntemler icin asagidaki érnekler verilmektedir.

» Lineweaver-Burk grafigi



» Eadie-Hofstee grafigi
 Hanes-Wolff grafigi
 Eisenthal-Cornish-Bowden grafigi

Parametre kestirimi kuramsal olarak 2 bilinmeyenli bir problemdir ve ¢6zim i¢in 2 denklem gereklidir.
Duggleby (1981) Michaelis-Menten parametrelerinin kestirimi icin farkll substrat derisiminden elde
edilen 2 ilk-hiz  degerinin yeterli olacagini ve yapilan diger Olcimlerin sadece parametre
kestirmlerinin givenirliligini artirmaya yénelik oldugunu belirtmistir. ilk-hiz deneylerinin énemli bir
avantajl parametrelerin kestirilebilmesi icin bir cetvel ve grafik kagidinin yeterli olmasidir. Diger
grupta ise zamana karsi substrat derigiminin 6l¢iimesine dayali yontemler bulunmaktadir. Elde
edilen veri, Michaelis-Menten denkleminin kapali ¢6ziimii ya da sayisal olarak ¢6zilmesine dayanan
en kicik kareler yontemi ile degerlendirilerek parametrelerin kestirimi yapilmaktadir. Heineken
(1967) parametrelerin dogru olarak kestirilebilmesi icin substratin %97’e varan oranda (rline
dénismesi gerektigini belirtmistir. Yuksek oranda déntstim oldugunda reaksiyon tersinir 6zellik
gbsterebilecegi icin, reaksiyonun tersinmez oldugu kabulu ile yapilan modelde, modelleme hatalarina
neden olmaktadir. Ayrica baslangi¢ substrat derigsimi ya da enzim derigsiminde yapilabilecek bir hata
elde edilen tim veriyi sistematik olarak etkilemektedir. Bunlarin yaninda zamana karsl substrat
derisiminin élctimesi ile elde edilen kinetik verinin sahip oldugu avantajlar asagidaki gibi

dzetlenebilmektedir (Duggleby, 2001);

« ik hiz dlgimiine dayanan deneylerde her bir veri noktasi icin ayrn reaksiyon gozeltisi
hazirlanmasi gerekir, zamana karsi yapilan olgtimlerde ise tek bir reaksiyondan edilebilecek

veri say1s|, az miktarda deneysel calisma ile artirlabilir.

» Tum veri noktalari icin enzim, inhibitdr, tampon derigimleri ve reaksiyona girmeyen diger

billesenler aynidir.
 Reaksiyon sirasinda harcanan substrat ve olugan Urln derisimleri kendiliginden degisir.

 Olugan Uriin enantiyomerik olarak saf formda oldugu icin, bu trlnlerin reaksiyon tzerindeki

etkisi daha kolay caligilabilir.



« ik hiz dliimiine dayanan deneylerde substratin az bir kismi harcandigji icin élgim cihazinin
cok dusuk derisim miktarlarina duyarli olmasi gerekir. Zamana karsi yapilan Glgimlerde
substratin tamamina yakin miktari harcandigi icin géreli olarak daha distk 6lglim

duyarlliklari tolere edilebilir.

Deneysel hatalarin olasiliksal dagiliminin belirlenmesi deneyin ayni sartlar altinda ylksek sayida
tekrarlanmasina dayanmaktadir. Burada tekrar edilecek deney sayisinin 100’e kadar ¢ikmasi
nedeniyle deneysel hatanin olasilik dagilimini belirlemek gerekli zaman ve maliyet agisindan ¢ok
guctdr. Nimmo ve Atkins (1981) deneylerin dikkatli bir sekilde gerceklestirimeleri durumunda
deneysel hatanin normal dagilim géstermesinin kabul edilebilecegini bildirmektedir. Bu yazarlarin
konuya yo6nelik inceledikleri farkli calismalarda heksokinaz (Siano ve ark., 1975) ve glutation S-
transferaz A (Askel6f ve ark., 1976) enzimlerine ait deneysel calismalarda normal dagilim géraldiga,
glukokinaz (Storer ve ark., 1975) ve asetilkolinesteraz (Nimmo ve Mabood, 1979 ) enzimlerinin de

farkli olasiliksal dagilim gdsterdikleri belirtilmisgtir.

2.2 Kalman Filtresi

Kalman filtresi durum-uzay modeli ile tanimlanan dogrusal dinamik sistemlere ait durum
degiskenlerinin, dogrusal élcim modelleriyle gbzlemlenmesi ile, 6zyinemeli olarak, kestirimesi
amacityla kullaniimaktadir (Chui ve Chen, 1987). Dogrusal durum uzay modeli ve él¢tim modeli genel

olarak asa@idaki gibi ifade edilir (Lewis, 1986).

Xew = AX W,

(Durum-uzay modeli) (2.22)

& =Hx +v, ( Olctim modeli (2,23)

Burada:
X . k anindaki durum hal vektéring,

X1 - k+1 anindaki durum hal vektéring,



A: durum gegis matrisini,

wi: k anindaki sistem modeline ait gUrGltd vektord,
V. k anindaki 6lcim gardltt vektora,

Z; k anindaki 6l¢tim vektorund,

Hj: élctim matrisini ifade eder.

Olgim giiriiltiisii 8lctim cihazina bagli olarak deneysel veride olusan hatayi tanimlamak igin
kullanilmaktadir. Slre¢ guriltisi ise slre¢i tanimlayan modellemede yapilan ihmallere ve
modelleme hatalarina bagli olarak ortaya ¢ikan hatayi tanimlamak icin kullaniimaktadir. Ornegin tez
kapsaminda yapilan deneysel ¢alismada enzim hizi modellenirken kinetik sabitlerden olusan K, ve
Vmax degerinin sabit oldugu varsayimi yapilmistir. Bu degerlerin pH ve sicakliga bagli olarak degistigi
bilinmektedir. Deneysel ¢alismada kullanilan pH-stat cihazi ortam pH’sini 6.00°da sabit tutmak tizere
ayarlanmigtir. Reaksiyon sirasinda olusan glukonik asit ile pH bu degerin altina diismekte, pH’nin
dusmesi ile reaksiyon ¢ozeltisine baz ¢ézeltisi pompalayarak pHnin 6.00 degeri Ustiine ¢ikmasi
sa@lanmaktadir. Bu sebepten dolayi reaksiyon sirasinda pH’nin sabit olarak kabul edilmesine
ragmen, deneysel calisma sirasinda bu nokta etrafinda dalgalanmigtir. Benzer sekilde sicaklik
dalgalanmalari da ayni kapsamda degerlendirilebilir. Bu tir hatalar sistem gurltisi olarak
adlandinimaktadir. Kalman filtresi icin bir hata etkeninin sistem guriltisu olarak degerlendirilebilmesi
icin hatanin  ortalamasinin 0 ya da 0a yakin olmasi gerekir. Reaksiyon sirasinda enzim

parcalanmasina bagl deaktivasyon ya da (rln inhibisyonu reaksiyon hizina sadece eksi yonde etki

ettikleri icin sistem gariltisi olarak degerlendirilemezler.

Kalman filtresi denklemleri tiretilirken, sistem ve 6lcim gdrdltistnin normal olasilik dagilimi
gbsterdigi ve herhangi bir andaki gurdltindn, farkli anlardaki gurdltilerle ilintisiz oldugu varsayimi

yapilir (Grewal ve Andrews, 2001). Bu varsayimlar asagida ézetlenmistir.

E(w)=0, E(v,)=0

O, i=k
0 i# k

R i=k

O
E(ww,') = ’
(w0 ) E 0 i# k

U
E(vyv.) =0
U



Burada:
E( ). matematiksel beklenti operatériin(,
Qx: k anindaki sistem gartltisu ilinti matrisini,

R k anindaki 6lctim gardltdsd ilinti matrisini ifade eder.

Kalman filtresi durum degiskeni vektori ile beraber hata ilinti matrisinin de kestirimini yapmaktadir.
Hata ilinti matrisi sistem durumunun gercek degeri ile kestirim sonucu elde edilen degerin farki

kullanilarak hesaplanmaktadir.

PX - E((xger - xkes )('xger - xkes)T’ (224)

Burada:

P,: hata ilnti matrisini

Xger- SiStem durum vektoriinin gergek degerini,

Xees. filtre tarafindan kestirilen sistem durum vektérini ifade eder.

Sistem durum vektorinin gercek degeri bilinmedigi icin hata ilinti matrisinin  de gercek degeri

pratikte hesaplanamamaktadir.

Sisteme ait durum vektdriine ait billegenlerin zaman iginde herhangi bir andaki degeri model
denklemi kullanilarak hesaplanabilmektedir. Omegin enzimatik bir reaksiyonda substrat derigiminin
degeri Michaelis-Menten denklemi kullanilarak hesaplanabilmektedir. Ayrica durum vektord, sistem
modelinden bagimsiz olarak, yapilan élcimler ile deneysel olarak izlenebilmektedir. Kalman filtresi,
sistem durumunu bu iki farkli kaynaktan gelen bilgiyi birbirleri arasinda stire¢ guraltis ilinti matrisini
ve Olcim gardltdsu ilinti matrisini karsilastirarak dengelemektedir. Her adimda hesaplanan Kalman
kazanim matrisi bu dengelemeyi nicel olarak yapmaktadir. Ornegin Kalman kazanim sabitinin 0
olmasi durumunda filtre yapilan 6lcimleri hesaplamada kullanamakta, sistem durumunu sadece

model denklemi kullanarak kestirmektedir.



Filtre denklemleri kestirim ve 6lcim dizeltme olarak 2 grupta toplanabilir. Kestirme béliminde
sistemin ve hata ilinti matrisinin bir sonraki durumu model denklemi kullanilarak hesaplanir,
hesaplanan bu degerler dlcimle glncellenerek, bir sonraki adim igin sistem durum kestirimi yapilir.
Filtrenin t=0 aninda baslatilabilmesi i¢in bu andaki sistem durumununun ve hata ilinti matrisinin ilk

degerlerinin tahmin edilmesi gerekir.
Filtre denklemleri asagidaki gibi yazilabilir.

Kestirim:

P = AR A +Q,

(2.25)
X = AXL (2.26)
Olgiim diizeltme:
Kpw =PoH(H  PLHL R (2.27)
Pl =~ K H.)P (2.28)

. _ _
Xpwt = X T K (23 = H 1 X)

(2.29)



Kesikli Kalman Filtresi
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Gecikme

Sekil 2.1 Kalman filtresinin sematik gdsterimi (Grewal ve Andrews, 2001).

Burada:

Fe 6lclim dncesi yapilan hata ilinti matrisi kestirimini,

Ye+: Bleiim Gncesi yapilan sistem durum vektorii kestirimini,

Fe 6lctim sonrasi yapilan hata ilinti matrisi kestirimini,

N
Ye+1: Bleim sonrasi yapilan sistem durum vektdrii kestirimini,
| : birim matrisi,

K, : Kalman kazanim matrisini ifade etmektedir.




Kalman filtresinin bilgisayar ortaminda isletimesi sirasinda bilgisayarin sayilari sinirli kesinlikle
gostermesi sorun olusturabilmektedir. Ozdes denklemlerin farkli gruplamalarla ifade edilmesi
kuramsal olarak ayni sonucu vermesine ragmen bilgisayar ortaminda farkli sonuglar verebilmektedir
(Grewal ve Andrews, 2001). Bu nedenle hata ilinti matrisinin glincellenmesinde esitlik ile 6zdes olan
Joseph formu kullanilmistir.

P =(I-KH)P,I-KH) +KRK (2.30)

Béylece hata ilinti matrisinin giincellenirken matris simetrisinin ve kesin arti olma 6zelliginin

korunmasi saglanmistir.

Kalman filtresinin sistem durumunu belirgin olarak yanlis olarak kestirememesi filtre iraksamasi
olarak adlandirimaktadir. Filtre iraksamasi modellemede yapilan hatalar, bilgisayar tarafindan
yapilan say! yuvarlamalari, Q, H, R matrislerinin hatali olmasi, sistemin gézlemlenebilir olmamasi ya
da zayif gbzlemlenebilir olmasi gibi birgok nedene bagl olabilmektedir (Lewis, 1986). Runge-Kutte
yontemi ile diferansiyel denklemlerin ¢ézimiinde ya da Taylor serisi agiliminda, segilen adim
araliginin kiicik olmasi bu yontemlerin yaklasik olmalari nedeniyle kacinilmaz olarak ortaya ¢ikan
kesme hatalarini azaltmaktadir. Bunun yaninda adim araliginin ¢ok kiiciik olmasi ardigik iki adimda
hesaplanan degerlerin farkinin kiclk olmasina dolayisiyla yontemin sayi yuvarlamalarina karsi
hassas olmasina yol agmaktadir. Adim araliginin kirpma hatalarina neden olmamasi saglanarak

mUmkin oldugunca kUclik olmasi gerekmektedir (Bard, 1972).

Kalman filtresinin uygulanabilmesi icin baglangic anindaki sistem durum vektérli ve hata ilinti
matrisinin bilinmesi gerekmektedir. Genellikle bu degerlerin gercek dederleri bilinmedigi icin kullanic
tarafindan tahmin edilmeleri gerekmektedir. Sistem durumuna ait yapilan tahminin dogrulugu ile
orantil olarak Hata ilinti matrisinin degerinin kiictik olmasi gerekmektedir. Hata ilinti matrisinin gergek
degerine gore asir kicik veya blyik olmasi durumda filtre iraksamalari grilebilmektedir. Bunun
disindaki durumlarda baslangi¢ aninda filtre hizli bir sekilde dogru degere ulasiimakta ve sonrasinda
filtrenin ilerlemesi ilk tahminden bagimsiz olarak gerceklesmektedir. Kalman filtresinden verimli
sonuclar alabilmek icin él¢tim gurdltusu ilinti matrisinin ve sistem gardltisa ilinti matrisinin dogru bir
sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Olgtim guirliltist ilinti matrisinin belirlenmesinde 6lctim cihazinin
teknik Ozellikleri ve &lcim sonuglari yardimcl olabilmektedir. Sistem garltisd ilinti matrisini

belirlenmesi i¢in uyarlanir filtre kullanimi gibi ydntemler bulunmakla beraber genellikle deneyime



bagli olarak deneme-yanilma yéntemi kullaniimaktadir. Uyarlanir filtre Q matrisin filtreye sistem
durum vektérinin bilegenleri olarak verimesine ve Q matrisinin filtre ile kestiriimesine
dayanmaktadir. Sistem guriiltd ilinti matrisinin belirlenmesinde, élcim ilinti matrisi de kistas olarak

kullanilabilmektedir.

2.2.1. Genisletilmis Kalman filtresi

Genigletilmis Kalman filtresinin (GKF) temel fikri Schmidt (1970;1976) tarafindan 6nerilmigtir (Grewal

ve Andrews, 2001). Sistem modelinin dogrusal olmadiginda model denklemi asagidaki gibi yazilabilir.

Xy = a(X,,1,) + Wy (2.31)

Burada :
a(x,t,): dogrusal olmayan model denklemlerinden olusan fonksiyonu ifade etmektedir.

GKF'nde, durum gecis matrisinin herhangi bir andaki degeri, Taylor serisi acilimi kullanilarak

dogrusallastirimaktadir. Bu amagla a¢ilimdaki 2 ve daha biyik dereceli terimler ihmal edilmektedir.

o = Oa(x,k —1)
=
Ox ¥=x (k1) (2.32)
Da,  Oa  ~ Oa,[]
x, 0x,  Ox, d
a, Oa,  Oayff
@, =[px, ox, ox, [
D cee cee cee cee [:I
%an Oa, Oa, S
Fox, Ox, Ox, ij:

¥ oD (2.33)

Burada:

® = dogrusallastinimis durum gegis matrisini ifade etmektedir.



GKF icin kullanilan denklemler asagidaki gibi yazilabilmektedir.

Dogrusal olmayan sistem modeli

Xy = a(x,) +wy

(2.34)

Dogrusal olmayan 6lciim modeli
Zpwr = Py () 0 (2.35)
Durum gegis matrisinin ve él¢lim matrisinin gincellestiriimesi
(Dk = aﬂ

Pl (2.36)
Hk = %

xk x=x (k) (237)

Kestirim:
PL = ABRA +0, (2.38)
X = AX] (2.39)

Olciim diizeltme:

Kk+1 = E<11H5+1 (Hk+1Pk_+1HkT+1 + Rk+1)_1 (240)



Pk++1 = (I _Kk+1Hk+1)Pk_+1 (241)

x;ﬂ = X T K (2 = H 1 Xs) (2.42)

Kalman filtresi kullanilarak sistem durumunun kestirimi yapilabilecedi gibi, model denklemde
kullanilan parametrelerin kestirimi de yapilabilmektedir. Kestirimi yapilacak parametreler sistem
durum vektérine eklenmektdedir. Durum gegis matrisine her bir parametre icin asagidaki denklem

eklenerek genigletilmektedir.

6. =6 i=1.n

i+1 i

Burada (, parametre vektorin(i ifade etmektedir.

Kalman filtresi kullanilarak parametre kestirimi yapildiginda dogrusal sistemler, dogrusal olmayan
sistemlere donustigi icin GKF’nin kullanilmasi gerekmektedir. GKF'nin uygulanmasinda gérilen
6nemli bir fark ise 6I¢lim 6ncesi hata ilinti matrisin, Kalman kazang¢ matrisi ve durum gegis matrisinin,
her bir kestirim noktasinda dogrusallastirma ile bulundugu icin 6nceden hesaplanamamasidir.
Dogrusal Kalman filtresinde bu matrislerin filtre baslatiimadan énce tim sure¢ icin hesaplanmasi

mUmkin olmakta bu da gercek zamanli filtrelemelerde avantaj saglamaktadir.

GKF kullanilirken, sistem modelinin belirlenen adim araliklan arasinda dogrusallastirmaya uygun
olmasi diger bir deyisle dogrusallastirma ile olusan hatanin ihmal edilebilir olmasi gerekmektedir.
Michaelis-Menten denkleminin Taylor serisi agilimi kullanilarak dogrusallastiriimasi sonucu olusan

hata EK-1’de incelenmistir.

2.4.2 Kalman filtresinin Biyoteknolojik Uygulamalar

Kalman filtresinin yaygin olarak kullanildigi havacilik uygulamalari, yon gudim gibi alanlar disinda;
trafikte ara¢ yogunlugu kestirimi, robot tasarimlari gibi farkli calismalarda da kullaniimaktadir. Kalman

filtresinin  kinetik reaksiyon sabitlerinin kestiriminde kullanimi ile ilgili literatirde calismalar



bulunmaktadir. Rutan ve Brown (1985) Kalman filtresini, p-nitrofenol fosfatin p-nitrofenole hidrolize
oldugu enzimatik reaksiyonu takip etmekte kullanmiglardir. GKF, zamana kars farkli dalga boylarinda
yapilan spektrofotometrik 6lcimlerin de@erlendirilmesinde kullaniimis ve reaksiyona ait kinetik
sabitler kestirilmistir. Mok ve Chau (1996) Kalman filtresini 1.dereceden ardisik reaksiyonlara ait
kinetik sabitlerin kestiriminde kullanmigtir. Spektrofotometrik yéntemlerle elde edilen verilerle 1. ve 0.
dereceden reaksiyonlarin kinetiginin incelendigi benzer calismalar literatiirde bulunmaktadir (Rutan
ve Brown, 1984; Jimenez-Prieto ve ark. 1993; Wentzell ve Vanyslke 1989; Monfre ve Brown 1987).
Kalman filtresinin biyoteknolojide fermantasyon sireglerinde kullanimi ile ilgili calismalarda
bulunmaktadir. Fermantasyon sirasinda biyokitle, substrat derisimi gibi sistem degiskenlerinin hizli ve
dogru olarak élcilemediginden dolay1 Kalman filtresinin kullanimi avantaj saglamaktadir (Hitzmann
ve ark, 2000). Rutan ve ark (1988), GKF’ni , parametre kestiriminde yaygin olarak kullanilan bir diger
yontem olan Levenberg-Marquardt yontemi ile karsilastirmistir. 0. ve 1. derece kinetik sabitlerin
kestirildigi bu calismada iki yéntemin benzer sonuglar verdigi bildirilmistir. Lai (1993) GKF’nin
Michaelis-Menten parametrelerinden V,.{in kestiriminde kullanilabilecegdini benzetim calismalari ile

gostermigtir.

2.3 Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz (GOD) enzimi genel olarak mikrobiyal kaynaklardan elde edilir. Uretimde Aspergillus
niger ya da Penicillum amagaskinense’in konrollli fermentasyonu kullaniimaktadir. Ticari Grtinler
genellikle katalaz ve koenzim olan flavin-adenin-dinukletidi de icermektedir. Aspergillus nigerden
elde edilen GOD ‘in molekiiler agirigi 192000’e esittir, optimum calisma sicakligi 30-50 °C arasinda
ve optimum calisma pH'si 4.5-6.5 arasinda degismektedir. GOD agir metal tuzlar (gimus klordr,
gumas nitrat), ve stlfidril selatlagtirma ajanlari ile inhibe olurken katalaz ise Ure, donma ve aerobik

kosullar altinda giines 15131 ile inhibe olmaktadir (Richter, 1983).

Glukoz oksidaz enzimi gidalarda dogal olarak bulundugu icin bircok Glkede kullanimina yasal izin
verilmistir. GOD’In gida endUstrisinde baglica uygulama alani renk ve aroma degisimlerini dnlemek
olarak gosterilebilir. Narenciye icecekleri, bira, sarap, sut tozu gibi gidalarda oksidasyona bagli
bozulmay! dnlemek icin kullaniimaktadir. GOD ayrica kurutulmus yumurta Uretimine yumurta
beyazindan glukozu uzaklastirmada kullanilmaktadir. Yumurtada bulunan glukoz Uretim sirasinda
uzaklastirnimazsa Maillard reaksiyonlarina bagli olarak renk ve tat bozulmalarina neden olmaktadir

(Richter, 1983). GOD’a ait baska bir kullanim alani ise gidalarda glukoz miktarinin 6lgtimidur.



Biosensér uygulamalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Mutlu ve ark. 1997). Glukoz 6l¢cimi

ayrica diyabet hastalari icin bliyik énem tasidigindan dolayi tipta da kullaniimaktadir.

Glukoz oksidaz enzim kinetiginde substrat (glukoz) ve Urlne (glukonik asit) bagli olarak inhibisyon
gerceklesmektedir. Serbest enzim icin substrat inhibisyonu Nicol ve Duke (1996) tarafindan
gbsterilmis, bu calismada elde edilen bulgular Tse ve Gough (1987) tarafindan da teyit edilmistir.
Kozhukharova (1988) tutuklu GOD igin substratin zayif inhibe edici etki gdsterdigini bildirmistir. Bu
calismalarin yaninda bir cok sayida galismada substratin inhibisyon etkisi belirtimemistir. Benzer
sekilde glukonik aside bagli inhibisyon oldugunu bildiren veya inhibisyon etkisinin gdzlemlenmedigi
bircok calisma bulunmaktadir. Bu durum calismalarda kullanilan enzimlerin farkli kaynaktan elde
edilmesi ve calismalarda kullanilan glukoz derisim araliklarinin ¢ok farkli olmasina baglanabilir

(Miron ve ark., 2004).



3. BENZETIM VE DENEYSEL CALISMA

Bu tez kapsaminda hedeflenen amaglar dogrultusunda Michaelis-Menten parametrelerinin ayri ayri
ve es zamanl olarak kestirildigi 3 farkli GKF tasarlanmigtir. Ayrica, 2 farkli reaksiyona ait substrat
derisimlerinin kestirildigi filtre de tasarlanmig ve gelistirilen tlim filtrelerin performanslari basit
Michaelis-Menten denklemine uyan modeller ve parametrelerin zamanla degistigi modeller icin
benzetim caligmalari ile incelenmigtir. Deneysel calisma kisminda ise glukoz oksidaz enzimine ait
substrat derigsim profilleri ile GKF kullanilarak Michaelis-Menten denkleminin parametreleri

hesaplanmis ve glukoz oksidaz enzimi igin enzim inaktivasyonunu da iceren bir model énerilmistir.

3.1 Benzetim Calismasi

Benzetim calismalarda Matlab 6.5 (Mathworks™) programlama dili kullaniimistir. Yapay girdiltii igin
Matlab kitlphanesinde bulunan “randn” fonksiyonu kullanilmistir. ~ Bilgisayar ile yapilan
hesaplamalarda cift katli hassasliga (64-bit) sahip kayan nokta sayi gésterimi Ikullanilmigtir. Substrat
derigsim profili icin yapay veri Michaelis-Menten denkleminin 4. derece Runge-Kutta yontemi ile
sayisal olarak c¢ozllmesi ile elde edilmistir. Runge-Kutta yonteminde sabit adim araliklari
kullaniimasi, basit bir algoritmaya sahip olmasi ve Euler ydntemine gére daha disiik hatali sonug

vermesi nedeni ile secilmistir. Tasarlanan filtreler icin program kodu Ek-2'de verilmistir.

3.1.1. Substrat derisimi ve V.., kestirimi i¢in kullanilan Kalman filtresinin olusturulmasi
Substrat derigiminin ve VnaIn kestiriimesi icin gerekli kesik zamanli uzay-zaman model vektéri

asagidaki gibi yazilabilmektedir.

v 0S@) O
S AN(ls (3.1)

Substrat derisimi icin durum-uzay modeli, Michaelis-Menten denkleminin agik ¢6zimi bulunmadig

icin 4. dereceden Runge-Kutta yontemi ile sayisal olarak ¢ozilerek elde edilmistir.



S(t,0) =S(,) + (kr (1,)16) + (kr,(t,)/3) + (kry (¢,)/3) + (kr,(t,)/ 6) (32)

ki (t,) =~ ~maxUn)_
b K, +S(,) (3.3)

kr,(t,) = —h* Vi (S, )+kr1(l )/2)
K, +S(t,)+kr(t,)/2 "

kr3(t )= —h* max(S(t )+k7‘2(l‘n)/2)
K, +S(,)+kr,(t,)/2 09

o Vo (80,) ke (2,))
K, +S8(@,)+tkr(t,) (3.6)

kr,(t,) =

Burada
h: zaman araligini,
kri34: diizeltme katsayilarini belirtmektedir.

Bu durumda sistem modeli agagidaki gibi ifade edilmektedir.

O0S(t,.) O_0S,) +k(@,)/6+ky(t,)/3+k,(t,)+k,(t) + v [
H/mx(tnﬂ)m 1 V) + b (3.7)

Burada:
vi: Substrat derigimine ait sistem girdltising,
Vs Vinaxa ait sistem gariltisini ifade etmektedir.

Strekli diferansiyel denklemler Runge-Kutta yéntemi gibi sayisal ¢dzim yontmleri kullanilarak kesikli
hale dénustirdlebilmektedir (Bard, 1974). Bu sekilde Runge-Kutta yéntemi kullanilarak Michaelis-

Menten denklemi strekli halden kesikli hale donistirilimastir. Durum gecis matrisinin substrat



derisimine bagl terimlerinin hesaplanabilmesi icin, kesikli hale déntsturilen reaksiyon hiz ifadesinin
substrat derigsimine ve V. 'a gore tdrevlerinin alinmasi gerekmektedir. Kesikli ¢6zim substat
derisimini t, ve t,,, araliginda surekli olarak tanimlamadigi igin, tiirevinin alinmasi hatali sonuclar
vermektedir. Bu sebepden dolayi t, anindaki durum gecis matrisini hesaplamak i¢in Michaelis-

Menten denkleminin bu noktalardaki tirevleri kullanilmigtir.

O or or [
Uas ov U _ )
q) - Vmax anaX B ’ S - S(tn) ’ Vmax - Vmax (tn)
505 9V, 8 58
Burada :
St apan .
n/: Olglim dncesi substrat derigimi kestirimini,
Vina (1) : 6lciim dncesi Vi kestirimini ifade etmektedir.
—_ ‘/maxS(l)
K, +S(t) (39)

Burada r, reaksiyon hizini ifade etmektedir.

Durum gegis matrisinin belirlenebilmesi igin reaksiyon hizinin, substrat derigimi ve V. a gore tlrevi
hesaplanmalidir. Burada V.. substrat derigimine bagli olmadigi i¢in hizin substrat derigimine gore

kismi tlirevi ile tam tlrevi biribirine esittir.

dr _or
das oS (3.10)
dr _ V.K

max m

s (K, +S)’ (311)



dr or or 0S
= +

deax a Vmax % a Vmax

(312)

Substrat derisimi V,,..,'in fonksiyonu oldugu igin kismi tirevinin hesaplanmasi gerekmektedir. K, 'nin
sabit V. ve substrat derisiminin degisken olarak alindigi durumda Michaelis-Menten denklemi icin
kapali ¢oziim asagidaki gibi 2 farkli fonksiyonun farki olarak yazilabilir.

S

f(S)=Sekn

(3.13)
So-V max *t
(Vi) =Spe &7 (3.14)
f(8)-g(V,)=0 (3.15)
Kapali ¢dziimin V,./a gore tlrevi alinirsa
0/ ()~ 8Vuw)) _
OV e (316)
of 05 _ 08 _,
aS a‘/max anax (3 17)
S So-V max *t
el(m(i+1) o8 +ﬁe Km =0
Km anaX Km (31 8)
Bu denklem diizenlenirse substrat derisiminin V,/a gore tirevi asagidaki gibi yazilabilir .
oS _ -tS§
Vo K, *S (3.19)

Reaksiyon hizinin V...’ a gére kismi tlrevi agagidaki gibidir.



oV K _+S (3.20)

Durum gegis matrisinin t, anindaki degeri, sistem durum vektdriinin 6lciim &ncesi yapilan

kestirimleri kullanilarak hesaplanmaktadir.

D Vmax K m _ S + Vmax K m ! S
®, = g (K, +$)>  K,+S (K,+S)’ K, +S
D 0 1 S :S(tn)_’ Vmax :Vmax (tn)_

(3.21)

Filtre performansini incelemek icin Michaelis-Menten denklemi V,,.,=0.1, K,=10, S=10 degerleri
kullanilarak h=0.12 adim araligi ile sayisal olarak ¢ozilerek substrat derigim profilleri elde edilmistir.
Substrat derisim profiline sifir ortalamaya sahip normal dagilim gdsteren gurlltd eklenerek yapay

olctim verileri elde edilmigtir.

Substrat derisimi

4 ! ! ! 1 1
o} 20 40 60 20 100 120

Zaman

Sekil 3.1: GKF {S, V.. ile kestirilen substrat derisim profili. Olciim giiriiltiisiine ait standart sapma
0.1’e egittir (+: hata eklenmig veri; » : Substrat derisim kestirimi; — : hatasiz veri ).

Benzetim ¢alismasinda kullanilan, Q, R, X*,P*,H matrisleri agsagida verilmistir.



0001 0 T
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Ho 0.00001F
R =[0.025]
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Kestirilen V. degerinin, gercek degeri etrafinda salinm yapti§i gérilmistir. V.. degerinin
kestiriminde Q matrisinin 4. bileseni (Q._), kestirimin gercek degerine yakinsama suresinde etkili
olmaktadir. Q degerinin yliksek oldugu durumda kestirilen V,../in gercek degerine ulagsma stiresi
kisalmaktadir. Bunun yaninda ylksek Q degerleri, substrat déntisiminin %50'yi gegtigi durumda
kirpma hatasina bagl olarak filtre iraksamasina neden olmaktadir. Farkli Q,, degerleri icin V.

kestirimleri Sekil 3.2'de verilmigtir.



0.12

0.1

0.08

Vmax

0.06

0.04

0.02

0 2 4 6 8 10 12

Sekil 3.2 Farkl Q. degerleri igin Vi, kestirimleri. (+ : Q=107 ; ¢ : Q;,=10°; - : Q,,=5.10°% ; —:
Q,,=0.0008 &)

Q matrisi bilesenlerinin yliksek olmasi durumunda kestirilen V.., degerleri dlcim hatalarina daha
duyarli hale gelmektedir. Q;; degerinin dlisiik olmasi durumunda ise kestirilen V;,.,degerinin gercek
degerine ulasma stiresi artmaktadir. Q degeri i¢in sabit bir deger kullanmak yerine zamanla Ussel
olarak azalan bir fonksiyon kullanildiginda ise gercek degere hizli bir sekilde ulasildigi ve reaksiyon
stiresince dlcim hatalarina karsi daha az duyarli oldugu gérilmektedir. Fakat Q.. icin zamanla
azalan bir fonksiyon kullanimi ancak reaksiyon Michaelis-Menten kinetigine tam olarak uyuyorsa
avantajlidir. Reaksiyon slresince enzim pargcalanmasina bagl inaktivasyon nedeniyle V., degerinin
azaldigi durumda, kicik Q,, degerleri icin filtrede kestirilen Vn, dederi bu degisimi

yansitmayacaktir.



Olusturulan filtrenin V., dederini dogru olarak kestirebilmesi icin K, degerinin dogru olarak verilmesi
gerekmektedir. Farkll K, degerleri (K, =5; 7.5; 10; 12.5; 15) kullanildiginda, filtrenin davranisi sekil

3.3'te incelenmigtir.
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Sekil 3.3: Filtre denklemlerinde farkli K;, degerleri kullanildi§inda Kalman filtresi {S, Vi ile yapilan
Vnaxkestirimleri. (x: K=5; *: Kn=7.5; ®: Ki=10; +: K,=12.5; -1 K,=15)

Sekil 3.3'te géruldigu gibi K, degeri dogru olarak verildiginde kestirilen V., degeri reaksiyon
basladiktan kisa bir siire sonra gercek degerine ulagmakta ve bu deder etrafinda salinim
yapmaktadir. Kestirilen V. degeri en kigik kareler yontemi ile bir dogruya uyduruldugunda
dogrunun egiminin 0’a ¢ok yakin oldugu ve dogrunun y eksenini kestigi noktanin gercek Vi

degerine esit oldugu gériimektedir (Esitlik 3.22).

V. .. =—0.000017 +0.10085 (3.22)
Filtre denklemlerinde kullanilan K, degerinin gercek K, degerine gore arttirimasi ile dogrunun
egimi artmakta ve azaltilmasi ile dogrunun egimi de azalmaktadir. Farkli K, degerleri (K=5-15) i¢in
cizilen dogrularin egimleri grafige gecirildiginde egimin 0 oldugu K, degeri, gercek K, degerine esit

olmaktadir.
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Sekil 3.4: Filtre denklemlerinde kullanilan farkli K, degerleri icin V.., kestirimlerinin egimi.

Gergek K, degerini veren dogru bulunduktan sonra V., degeride bu dogrunun y eksenini kestigi
nokta belirlenerek bulunabilmektedir. Fakat bu yontemin uygulanabilmesi i¢in reaksiyonun Michealis-
Menten kinetigine kesin olarak uymasi gerekmektedir. Zamana bagl olarak azalan enzim aktivitesi

ya da reaksiyon ortaminda bulunan inhibitér varligi bu yéntemi gecersiz kilmaktadir.

Enzim aktivitesinin zamanla azalmasi, ortamda bulunan toplam enzim miktarinin parcalanmasina
bagli olabilmektedir. Bu durumda birim enzimin aktivitesi reaksiyon boyunca sabit kalmasina ragmen
toplam enzim miktar baglangic dederine gére azaldiginda toplam enzim aktivitesinde azalma
goriimektedir. Miron ve ark. (2004) glukoz oksidaz enzimin reaksiyon boyunca anlik olarak
parcalandigini deneysel ¢alismalarla géstermis ve parcalanma hizinin en basit varsayimla 1. derece
kinetige uydugunu varsayarak reaksiyon hizinin modellenmesinde pargalanmaya ait kinetik ifadeyi
model denkleminde kullanmiglardir. V. , k. kinetik sabiti ile baglangic enzim derigiminin
carpimindan olustugu icin, toplam enzim miktarinin azalmasi model i¢inde V. dederi Uzerinden
izlenebilmektedir. Enzim pargalanmasinin tissel olarak gerceklestigi durumda GKF’nin V., degerini

dogru bir sekilde kestirebildigi benzetim ¢alismalarinda gdsterilmigtir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.5: I“Enzim parcalanmasinin  gerceklestigi reaksiyon icin GKF {S, V. ile yapilan Vi
kestirimi. (»: Ussel olarak azalan gercek V.. degeri, Via(t)= 0.1%exp(-0.1t)) ; -: GKF ile kestirilen Vi)

Enzim pargalanmasina bagli inaktivasyon ile olusan substrat derisim profili ile, enzim inaktivasyonun

olmadigi durumdaki substrat derisim profili Sekil 3.6'da verilmistir.
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Sekil 3.6: Michaelis-Menten kinetigine gére olusan substrat derigim profilleri (- Sabit enzim derigimi ;
--- Enzim miktarinin Gssel olarak azaldigi durum).

3.1.2. Substrat derigimi ve K, kestirimi icin Kalman filtresinin olusturulmasi

Substrat derigimi, V.. ve K, den olusan kesik zamanli durum-uzay modeli agagidaki gibidir.

08,
! %(m ,)C (3.23)

Durum gecis matrisi asagidaki gibi verilir.

dor or O

Jos ok, -
D= E m o, S=S8¢,). K,=K,(t,)

K, OK, 0

gos oK [

(3.24)

Burada K(t,), élcim dncesi Kalman filtresi ile yapilan K, kestirimini ifade etmektedir.



Durum gecis matrisinin hesaplanabilmesi i¢in reaksiyon hizinin K;'ye gére tlrevinin alinmasi

gerekmektedir.

dr _ or +ﬂ oS
dK, 0K, 0S 0Km

(3.25)

or V. S

max

0K (K, +S)

(3.26)

Substrat derigiminin K,ye gore tlrevinin alinabilmesi i¢in Michaelis-Menten denkleminin kapali

¢Ozuma kullaniimistir.

K, In(S,/S)+S,~S=V_S

(3.27)
Esitligin her iki tarafinin K,,'ye gére tirevi alinirsa asagidaki ifade elde edilir.
In(S, )~ In(s) - K 05 _ 05 _
S aKm aKm (3.28)
Bu esitlik dizenlenirse substrat derigiminin K, 'ye gére kismi tlirevi asagidaki gibi verilir.
oS _ SIn(S,/S)
oK, K,+S (3.29)

Elde edilen bu tirev ifadeleri kullanilarak her kestirim noktasindaki durum gecis matrisi

hesaplanabilir.

D ‘/mame VmaxS — VmaXKm S 1n(SO /S) D

¢ = HK," +5)? (K, +S) (K, +S)° K, +S B
o o ! 0 (3.30)

Kalman filtresi {S,Kx} kullanilarak yapilan K, kestirimleri Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7 : GKF {S, K, } ile yapilan K, kestirimi

Filtrede kullanilan Q, R, P*matrisleri deneme-yaniima yéntemi ile bulunmustur.

Q_m).oos oC
Jo 1t
R=[0.1]
L - D001 0C
*“Ho 1f
s (s
=0.C
s is



Genigletilmis Kalman filtresinin substrat inhibisyonu oldugu durumdaki kestirim performansi yapilan

benzetim caligmasinda incelenmigtir. Substrat inhibisyonu oldugu durumda reaksiyon hiz ifadesi

asagidaki gibi verilir.

s _ V.S

Py 2
ot K, +S+K,S (3.31)

Burada K; inhibisyon sabitini gdstermektedir. inhibisyon sabitine ait terim ve K., goriinen K., degeri

olarak gruplanirsa hiz ifadesi asagidaki sekle dénismektedir.

S V.S

ot K_(S$+S (3.32)

gor

Kgiir = Km + KIS (333)

Burada Ky, gbrinen Michaelis-Menten sabitini ifade eder. Ky, substrat derisiminin dolayisiyla
zamanin bir fonksiyonudur. Benzetim calismasinda kullanilan GKF’nin tasariminda model olarak

inhibisyonun dikkate alinmadigi Michaelis-Menten denklemini kullaniimistir.



Substrat derisimi

4 I | | I | | I | '
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman

Sekil 3.8: Substrat inhibisyonun gerceklestigi durumda GKF ile yapilan substrat derigim kestirimi. (+:
hata eklenmis veri; ¢ : Substrat derisim kestirimi; — : hatasiz veri )
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Sekil 3.9: Substrat inhibisyonu oldugu durumda GKF ile yapilan K kestirimi. (--: K = 0.05 degeri
kullanilarak hesaplanan Kg, ; -: Kalman filtresi kullanilarak kestirilen Ki,)

GKF basit enzim kineti§i temel alinarak tasarlanmis olmasina ragmen K, degerindeki degisimi takip

edebilmektedir.



3.1.3. Substrat derigimi, V..., ve K, kestirimi i¢in kullanilan GKF’nin olusturulmasi

Substrat derigimi, K, ve VnaIn kestirilecedi durumda modele ait durum-uzay model vektéri Ug

bilesenden olusmaktadir.

X, =V o (2,) (3.34)

Bu durumda modele ait durum gecis matrisi agagidaki gibi verilir.

Vmame S Vmame t S VmaxS Vmame Sln(SO/S)
_ i n B
CD: (K’71+S)2 Km+S (Km+S)2 Km+S (K;11+S)2 (K;11+S)2 Km+S
0 1 0
0 0 1
(3.35)

Olusturulan GKF'nin kestirim basarimini incelemek amaciyla asagida verilen Q, R, Pg matrisleri

kullanilarak benzetim calismalar yapiimigtir.

.01 0 0
0= 0 0.00001 O

0 0 0.5
R=[0.01]

0.0l 0 0
Pl=l 0 2 0

0 0 10



Benzetim calismalarinda  substrat  derisiminin  kestirimesinde GKF'nin  basarili  oldugu

gozlemlenmigtir.
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Sekil 3.10: GKF {S, V.., Ky} ile yapilan substrat derisim kestirimi. (+: hata eklenmis veri; * : Substrat
derisim kestirimi; — : hatasiz veri )
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Sekil 3.11: GKF {S, Vya Kn} ile yapilan Vi kestirimi. Vi,in gercek degeri 0.1°dir
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Sekil 3.12: GKF {S, Viax K} ile yapilan K, kestirimi. K;,'nin gercek degeri 10°a esittir.

Yapilan benzetim calismasinda, Vn.c ve K, kestiriminde yaklasik %20 bagil hata bulunmustur.
Benzetim calismalarinin yiksek sayida tekrarlanmasina dayanan Monte-Carlo benzetimleri ile
parametre kestirimlerine dair daha fazla bilgi edinilebilmektedir. Bu amagla benzetim ¢alismasi 1000
kere tekrarlanmis ve her bir benzetim calismasindan elde edilen V. ve K, degeri, y ekseni Vpay, X

ekseni K, olmak Uzere sekle gegirilmistir.
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Sekil 3.13: GKF ile yapilan V;.«-K:, kestirimleri icin yapilan Monte-Carlo benzetim ¢alismasi sonuglari.
Sekildeki her bir nokta farkli benzetim calismasi sonucu elde edilen V. -Ki, Giftini géstermektedir.

Yapilan Monte-Carlo benzetim calismasi ile elde edilen V., ve K, degerleri arasinda dogrusal iligki
kurulabilmektedir. Bu iligki kullanilarak deneysel veriye uyan bir cok V.- Ko Gifti segilebilir. Bu durum
Vimax V& Kiy'nin birbiri ile ilintili oldugunu gdsterir. Parametrelerin birbirleriyle ilintili oldugu durumda

parametre kestirimini oldukca guclestirmektedir (Baker, 2005).

Parametrelerin ilintili olmasi nedeniyle GKF, Michaelis-Menten parametrelerinin kestiriminde gercek
parametre degerlerini kestirememekte, yapilan parametre kestirimleri blytk éiclide K, icin yapilan

baslangi¢ tahminine dayanmaktadir.

Bu durum Lai (1993) tarafindan yapilan Michaelis-Menten parametrelerinin GKF ile kestiridigi
calismanin sonuglari ile degerlendirilebilmektedir. Lai V.. icin kullanilan baslangi¢ tahmin degerini
belitmemesine ragmen kestirim sonugclarinin verildigi sekle bakilarak baslangi¢ tahminin gercek
degerine ¢ok yakin oldugu sdylenebilir. Bunun yaninda K, kestirimleri icin herhangi bir sonug

verilmemigtir. Calismada verilen hata ilinti matrisine bakilarak kestirimi yapilan parametreler igin ilk



tahminlerin gercek degerlerine ¢ok yakin verildigi sylenebilir. Bu durumda GKF’nin, parametrelerin
gercek degerlerine yakin tahminler yapildi§inda parametreleri dogru olarak kestirebildigi séylenebilir.
Tez kapsaminda olusturulan GKF'de dogru K, degeri verildiginde V.cin gercek degerini dogru

kestirebilmektedir.

Her bir benzetim ¢alismasindan elde edilen V.., degerinin, K;, degerine orani alindiginda, GKFnin

Ve K Oranini kestirmekte daha basarili oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14: Monte-Carlo benzetim calismasinda elde edilen V.- K, kestirimlerinin orani.

Kalman filtresinin Vina /Ky oranini, V. ve Kynin ayri olarak kestirimlerine gére gergcek degerine

daha kisa sirede ulagsmaktadir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15: GKF ile kestirilen V.. ve K;, degerlerinin orani. Gercek oran degeri 0.01’dir.

Enzim aktivitesinin zamanla azaldi§i durumda da GKF'nin V,,./K, oranini gercek degerine
yakin olarak kestirebildigi gézlemlenmistir. Enzim inaktivayonun oldugu durumda yapilan V.. ve K

kestirimleri ise gercek degerlerine yakinsamamaktadir.
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Sekil 3.16: Enzim parcalanmasina dayali inaktivasyonun gerceklestigi durumda GKF {S, Ko, Vi ile
yapllan V. ve K kestirimlerinin orani (--: gercek Via(t)/Kn, - GKF ile yapilan V. ve K
kestirimlerinin orani (Va(t)=0.1*exp(-0.05™)).

Elde edilen bulgular GKF'nin, sistem tanimlanabilirliginin zayif olmasi nedeni ile parametre
kestiriminde basarisiz oldugunu géstermektedir. Literatiirde de bu sonucu destekleyen calismalar
bulunmaktadir. Stigter ve Beck (2004) GKF kullanilarak Michaelis-Menten kinetigini temel alan
biyokitle Ureme modelinde, maksimum Greme hizinin ve Michaelis-Menten sabitinin gergek

degerlerinin kestirilemeyecegini bildirmistir.

Michaelis-Menten kinetigi gosteren enzimatik reaksiyonlarda, baslangi¢c anindaki hizin V,./a kars
olan duyarligi K,'ye gore daha fazladir. GKF, reaksiyon baslangicinda V.,I kestirdikten sonra,
Vmaxa ait sistem gurdltusd ilinti matrisi bileseni azaltilarak, reaksiyonun ileri agamalarinda Kalman
filtresinin K,,'yi gercek degerine yakin olarak kestirmesi saglanabilmektedir. Sistem grltiist ilinti
matrisi agagida verilen zamana bagh matris kullanildiginda GKF'nin V,..,c ve K, parametrelerini es

zamanli olarak kestirebildigi gortlmustur.
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R=/0.000001

Olusturulan GKF’nin gercek V.. ve K, degerlerini kestirebildigi benzetim calismalarinda

gosterilmistir.
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Sekil 3.17: Degisken sistem gardltd ilinti matrisi ile uygulanan GKF {S, V., Kn} ile yapilan Vi
kestirimi.
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Sekil 3.18: Degisken sistem girdltd ilinti matrisi ile uygulanan GKF {S, Vi, Kn } ile yapilan K,
kestirimi.

Heineken ve ark. (1967) V. ve Kynin ylksek kesinlikle bulunabilmesi i¢in %97 oraninda
doéndistimiin saglanmasi gerektigini belirtmistir. GKF'nde degisken sistem gurdltd ilinti matrisi
kullanildiginda, substratin %60'inin Urine déndsmesi, gercek V. ve K, degerlerini bulmak igin
yeterlidir. Degisken sistem gurilti matrisi kullanildiginda GKF’nin reaksiyonun ileri agamalarinda
kestirim degerlerini sabitlenmeye zorlanmasi nedeni ile filtre enzim inaktivasyonu ya da substrat
inhibisyonu gibi parametrelerde degisime yol acabilecek modelleme hatalarina duyarsiz hale
gelmektedir. Sistem tanimlanabilirliginin zayif oldugu durumda, durum degiskenleri icin ek élgim
yapilarak ya da model denklemleri tekrar diizenlenip parametreler gruplanarak iyilestirme yoluna
gidilebilir. GKF ile V,../K, oranini kestirme, parametre gruplama yéntemine 6rnek olarak gésterilebilir.

Bu durumda Kalman filtresinin dogru sonuglar verdigi benzetim caligmalarinda gdsterilmistir.

Benzetim caligmalarinda model denkleminde tek durum degiskeni olan substrat derigimi dlgiim
modelinde yer almaktadir. Bu durumda él¢lim sistemini iyilestirmek icin 2 farkli substrat derisim

profilinin eg zamanli olarak filtrelenebilir. Bu durumda durum degiskeni vektéri agagidaki gibi verilir:



(3.36)

Burada Sa(t,) ve Sg(t,) baslangic substart derisimi farkli 2 reaksiyona ait substrat derigimlerini
gostermektedir. Durum degiskeni vekidriine bagl olarak 6lcim matrisi ve durum gegis matrisi

asagidaki gibi yazilabilir.

10
H= 8(1) (3.37)
00
_ Vmame O _ SA VmametSA VmaxSA _VmameSAln(SO/SA)
(K, +S,) K,*S, (K, +S,° (K, +S,) (K, +S,)
(D = 0 _ Vmax Km _ S + Vmax KmtSB Vmax SB _ Vmax KmSBln(SO/SB)
(K +S,)?  K,+Sz (K +S,)° (K, +S,) (K, +S,)
0 0 1 0
0 0 0 1




Benzetim calismalarinda kullanilan K, ve V.., degerleri sirasiyla 10 ve 0.1dir. Baslangi¢ substrat
derisimleri icin 20 ve 10 degerleri secilmistir. Benzetim ¢alismalarinda elde edilen kestirim sonuclari

Sekil 3.18 ‘de verilmistir.
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Sekil 3.19: GKF {Ss, Sp, Vinax, Kn} il€ yapilan Vi kestirimi.
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Sekil 3.20: GKF {Sy4, Sg, Vinax, Kn} ile yapilan K, kestirimi.

Olgiim sistemi 2 farkli substrat derigimini kapsayacak sekilde genisletildiginde GKF'nin Michaelis-

Menten parametrelerini dogru olarak kestirebildigi gorimustr.

GKF’nin {S4, S, Viaw Kn} €nzim parcalanmasina dayall inaktivasyonu oldugu durumda V., degerini

gercek degerine yakin olarak kestirebildigi yapilan benzetim ¢alismalarinda gériimustr.
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Sekil 3.21: Enzim parcalanmasina dayali inaktivasyonunun gerceklestigi reaksiyon icin GKF {S,, S,
Vinax, Kn} ile yapilan V. kestirimi. («: Ussel olarak azalan gercek Vi dederi, Via(t)= 0.1*exp(-0.1t)) ;
- GKF ile kestirilen Vi)

Farkli substrat derisim profillerinin es-zamanli filtrelenmesi ile elde edilen parametre kestirimleri,
Onerilen diger yontem olan degisken sistem gUrlltd ilinti matrisi kullanimina gére enzim
inaktivasyonu gibi parametrelerde degisime yol acabilecek modelleme hatalarini da takip edebildigi
icin daha avantajlidir. Bunun yaninda deneysel veri icin daha fazla zaman gerekmesi ve maliyeti

artirmasi bu ydntemin dezavantajlari olarak gésterilebilir.
3.2 Deneysel Calisma

Tezin deneysel ¢alisma béliminde serbest glukoz oksidaz enziminin kinetigi incelenmistir. Glukoz

oksidaz enzimi, glukozu glukonik asit ve hidrojen perokside donustarar.

Glukoz + O, — Glukonik asit + H,O,

Reaksiyon sirasinda olugan glukonik asit ortam pH’sini disirdr. Ortam pH’sini sabit tutacak él¢tde,

ortama baz ¢bzeltisi verilirse, harcanan baz ¢dzeltisi miktar reaksiyon sonucu olugan driin miktarina



esit olacaktir. Deneysel calismada Mettler-Toledo firmasindan temin edilen pH-stat cihazi (DL21
titrator) kullaniimistir. Cihaz yazici ¢iksi (zerinden Labview (National Instruments ™) yazilimi
kullanilarak bilgisayara baglanmis ve elde edilen élclimler metin dosyasi olarak bilgisayara
kaydedilmistir. Reaksiyon oda sicakliginda gerceklestirilmis ve pH=6.00'da sabit tutulmugtur.
Deneyde dozajlama igin 0.0028M NaOH cdzeltisi kullanilmistir. Deneyler 100 ml karigtirmall
reaktérde gerceklestiriimistir. Deneyde kullanilan (-glukoz, Sigma firmasindan, glukoz oksidaz

enzimi (EC 1.1.3.4) Biozyme Laboratories Limited (ingiltere) firmasindan temin edilmistir.

Glukoz oksidaz enzimi icin farkli baglangi¢ substrat derisimleri ile elde edilen drtin derisim profilleri

asagida verilmigtir.
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Sekil 3.22: Farkli baslangi¢ glukoz derigimleri igin glukonik asit derisim profilleri ( +: 1.4479.10*
mmol/ml, x: 3.5255.10* mmol/ml, -: 4.4465.10* mmol/ml, *: 5.8886.10* mmol/ml, --: 7.4402.10*
mmol/ml).



Reaksiyon hizlar baglangicta yavas arttmakta, gecikme fazi sonrasi dogrusal artis
gbstermektedirler (Sekil 3.22). Bu durumun sebebi enzim-substrat kompleksinin dengeye gelme
stiresinin uzun olmasi olabilir. Gecikme fazini olusturan baska nedenler; enzim stok ¢dzeltisinde
oligomer yapida bulunan enzimin monomer yapida etkili olmasi ve monomer yapiya doniismesinin

zaman almasi, ortamda tersinir karakterde inhibitér bulunmasi olarak siralanabilir (Copeland, 2004).
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Sekil 3.23: Farkli baslangi¢ glukoz derisimleri icin reaksiyon baslangicindaki glukonik asit derigim
profilleri ( +: 1.4479.10* mmol/ml, x: 3.5255.10* mmol/ml, -: 4.4465.10* mmol/ml, . 5.8886.10*
mmol/ml, --: 7.4402.10* mmol/ml ).



4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

Derigim profillerinde gecikme fazinin gértimesi nedeni ile ilk-hiz él¢timleri ile Michaelis-Menten
parametrelerinin kestirimi dogru sonuclar verememektedir. Michaelis-Menten denkleminin sayisal
olarak ¢o6zillp deneysel egrileri uydurulmasi da, gecikme fazi nedeniyle dogru sonug
verememektedir. Michaelis-Menten parametrelerinin kestirimi i¢in tezin 6nceki béluminde olusturulan
GKF {Sa Ss, Vi, Kn} kullaniimigtir. Parametre kestirimi icin 2 substrat derisim profili (S4(0) =
3.5255.10%, S5(0) = 7.4402.10*) kullanilmistir. Filtre denklemlerinde kullanilan sabit matrisler ve

baslangi¢c tahminleri agagida verilmistir.
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Kalman filtresi ile yapilan parametre kestirimleri asagida verilmistir (Sekil 4.1, 4.2).
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Sekil 4.1: GKF {S,, S, Vinax, Kin } ile yapilan Vi kestirimi.
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Sekil 4.2: GKF {S4, Sg, Vinax, Kn} ile yapilan K, kestirimi.

Kalman filtresi ile yapilan V., kestirimi incelendiginde kestirimin baglangic aninda 0.5 *107 M/s
degerinde dip degerine ulastigi daha sonra hizla artarak 1*10” M/s degerine ulasmaktadir. Bu streg
reaksiyon baglangicinda ilk 2000 saniyelik kisma denk gelmektedir. Vi, ‘In tepe degerine ulagmasi
ile gecikme fazi sona ermektedir. Daha sonra V. /In Ussel olarak azaldigi gérilmektedir. K,
degderindeki degisimde V,.ca kosut 6zellik gdstersede K, 'nin reaksiyon baslangi¢ hizina etkisi V. a
gbre ¢ok daha dustk oldugu icin ve K, ‘deki degisimin + %0.5 olmasi nedeni ile V. daki degisim
enzimin kinetik davranisini acgiklama agisindan daha 6nemlidir. Glukoz oksidaz enzimine ait K,

degeri 1.1*10°*M olarak bulunmustur.



Elde edilen V., ve K, kestirimlerinin orani kullanilarak Vi../K, orani hesaplanabilir (Sekil 4.3).
GKFnin Vi,./ K oranini kestirmekte daha basarili oldugu tezin 6nceki boliimlerinde yapilan benzetim
calismalarinda gésterilmistir. K, kestiriminin zaman igindeki degisimi disuk oldugu igin V,./K, orani

ile Ve kestirimi benzerlik gdstermektedir.
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Sekil 4.3: GKF {Sa, Sg, Vinax, Knn } ile yapilan V. ve K, kestirimlerinin orani.

GKF ile kestirilen V.. ve K, degerleri kullanilarak Michaelis-Menten denkleminin sayisal ¢6zimd

elde edilmis ve deneysel olarak elde edilen substart derisim profilleri ile kargilastiriimistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Deneysel glukoz derisim profilleri ile GKF kullanilarak elde edilen kestirimler ile ¢izilen
kuramsal egrilerin karsilastinimasi. (—: deneysel egri ; — —:Michaelis-Menten denkleminin sayisal
olarak ¢dzulmesi ile elde edilen egri).

Model parametrelerinin kestiriminde kullanilan egriler disinda modelin gecerliligini 6lcmek icin diger
deneysel egrilerde model denklemi kullanilarak hesaplanan egrilerle de uyusmaktadir. Bu da Kalman

filtresinin Michaelis-Menten parametrelerinin kestiriminde basarili oldugunu gésterir.
Enzim inaktivasyonun modellenmesi icin GKF ile elde edilen V. kestirimi 2 kisimda incelenebilir:
» Reaksiyon baglangicinda gériinen gecikme fazi

» Gecikme fazi sonrasi gériinen V.,In 1. derece kinetige uyarak issel olarak azaldigi

kisim.

Gecikme fazinda Vy.(in dogrusal olarak arttigi varsayimi yapilabilir. Bu durumda en kugUk kareler

y6ntemi ile asagidaki dogru denklemi elde edilir.

V. =3.1322.10" +3.3378.107"¢ t <2000



Vimax In Ussel olarak azaldigi kisim ise asagida verilen denklemle modellenebili.

Vinax (1) = Vi (0) . exp(=k;, 1) (4.2)

Burada k;, enzim parcalanma sabitini gosterir.

GKF ile kestirilen V.. degerlerinn en kiictik kareler yontemi ile analiz edilmesi sonucu t=0'daki Vpax
degeri 1.048*107 M/s ve ki, dederi  1.23*10* 1/s olarak bulunmustur. Bulunan bu degerler
kullanilarak elde edilen modele ait V. egrisi ile Kalman filtresi kullanilarak elde edilen V.

kestirimleri Sekil 3.24'de gosterilmistir.

x 10

25 A

(M/s)

4

A ! ! ! 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
zaman (saniye)

Sekil 4.5: GKF ile yapilan V.. kestirimin 1. derece kinetik varsayimi yapilarak modellenmesi. (—:
GKF kulanilarak elde edilen V. kestirimi ; — — Vp.,(In Gssel olarak azaldi§i varsayimina dayanan
model denklemi kullanilarak elde edilen egri.)

VmaxIn Ussel olarak azaldi§l varsayimina model GKF kullanilarak kestirilen V..c degderleri ile
uyusmaktadir. Baslangi¢ anindaki V.., dederi ve K, degeri kullanilarak elde edilen substrat derigim

profili ve deneysel olarak elde edilen substrat derigim profili Sekil 4.6'da karsilastinimistir.



glukoz (mmol/ml)

2 | | | |
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
zaman (saniye)

Sekil 4.6 : GKF ile kestirilen K, degeri ve t=0 icin hesaplanan V., degeri ile hesaplanan kuramsal
substrat derigim profilinin deneysel substrat profili ile karsilagtinimasi. (- -: Kuramsal
hesaplanan (V,,=1.048*10"M/s, K,= 1.1*10°M), - :deneysel veri)



5.S0NUCLAR

Bu calisma kapsaminda Michaelis-Menten denklemini model olarak alan Genisletilmis Kalman
Filtreleri tasarlanmig, tasarlanan filtrelerin kestirim performansi benzetim calismalari ile incelenmistir.
Deneysel calisma kisminda ise Glukoz oksidaz enziminin Michaelis-Menten kinetigine tamamen
uyumlu olmadigi bulunmus ve GKF kullanilarak yapilan kestirimlerden glukoz oksidaz enziminin
reaksiyon boyunca parcalandi§i model 6nerilmis ve modelin gegerli oldugu deneysel verilerle

gOsterilmistir.

Michaelis-Menten denklemi hiperbolik bir egri tanimlamasi nedeniyle farkli alanlarda kullanilan
modellere  benzerlik gOstermektedir.  Michaelis-Menten  denklemi,  mikrobiyal  Gremenin
modellenmesinde kullanilan Monod denklemi, adsorpsiyon sUreglerinin modellenmesinde kullanilan
Langmuir izotermi ile matematiksel olarak 6zdestir. Bunun yaninda ilaglarin kontrollli saliniminda da
Michaelis-Menten denklemine uyan kinetik davranis gortlebilmektedir. Bu sebepten dolay yapilan
benzetim calismalarindan ¢ikarilan sonuglarin, GKF’nin yukarida gecen farkli stireglere uygulanmasi

icin de gegerli oldugu séylenebilir.
Yapilan benzetim ¢aligmalarinda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

* GKFnin V.. ve K, degerlerini ayn ayr olarak kestirebildigi ayrica substrat inhibisyonun
oldugu durumda gérinen K, degerini ve enzim parcalanmasina dayali inaktivasyonun

gerceklestigi durumda V.. degerini dogru kestirebildigi gosterilmistir.

» Her iki parametrenin es zamanli kestiriminde ise filtrenin parametrelerin gercek degerini
kestiremedigi fakat baglangic degerine bagli olarak verilen substrat derisim profiline uyan

Vimax- K Giftini kestirebildigi ve Vinad/ Ky oranini da dogru olarak kestirebildigi gésterilmigtir.

 Filtrenin es zamanli kestirim performansini artirabilmek icin sistem gurltisu ilinti matrisinin
zamanla degistigi ve 2 farkli substrat profilinin ayni anda islendigi filtreler tasarlanmis ve
Michaelis-Menten parametrelerinin es-zamanli olarak GKF kullanilarak kestirilebilecegi

gosterilmigtir.



Yapilan deneysel ¢alismada glukoz oksidaz enziminin kinetik davranigi incelenmis ve bu enzime ait
Michaelis-Menten  parametrelerinin  kestirimi ~ Genigletiimis  Kalman Filtresi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen V., ve K, kestirimleri kullanilarak farkli baslangi¢ substrat derigimleri
icin Michaelis-Menten denklemi sayisal olarak ¢ézillmis ve enzime ait K, degeri 1.1*10° M olarak
bulunmustur. V.., degerinin reaksiyon baslangicinda dogrusal olarak arttigi ve tepe degerine
ulastiktan sonra Ussel olarak azaldigi ve bu azalmanin 1. derece kinetik davranis gdsterdigi
bulunmustur. Zamana kargl degisen V.« 1. derece reaksiyon kinetiginin model alindigi en kigik
kareler yontemi ile analiz edilmis ve baslangic anindaki V.. dederi 1.048*107 M/s olarak
bulunmustur. V,(In Ussel olarak azalmasinin nedeni enzimin reaksiyon boyunca pargalanmasi ile

aciklanmis ve bu parcalanma igin 1. derece kinetik sabiti 1.23*10* 1/s olarak bulunmustur.
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EK 1. MICHAELIS-MENTEN DENKELMININ TAYLOR SERISi ACILIMI KULLANILARAK
DOGRUSALLASTIRILMASI
GKF’nin verimli olarak ¢alisabilmesi icin sistem model denkleminin Taylor serisi agiliminda 2 ve daha

yuksek dereceli terimlerin ihmal edilebilecek kadar duglk olmalari gerekmektedir. Michaelis-Menten

denkleminin Taylor serisi ile agilimi agagidaki gibi verilebilir.

ar(t) & 1 d"r
+ _
s i5n!ds"

r(t, )=r(t,)+(S(t,.,)=5(,)) (S(t,.,)=S(z,)

(71)
Burada toplam terimi ihmal edilirse hiz i¢in dogrusal bir denklem elde edilmektedir.

dr(t )

(=1 (0,4 (1) =S (1, ) - (72)

ki ve daha biiyiik dereceli terimlerin ihmal edilmesi ile olusan hatayr belilemek amaciyla V;,=0.1,
K»=10 parametreleri ile baslangic substrat derisimi  S(0)=10 alinarak 4. dereceden Runge-Kutte
ybntemi ile Michaelis-Menten denklemi ¢6zilmistir. Cézimde adim araligi 0.3 olarak alinmistir.
Elde edilen substrat derisimi kullanilarak hiz ifadesi Michaelis-Menten denklemi kullanilarak analitik
olarak hesaplanmistir. Denklem 7.1 r(0)= -0.05 baglangi¢ degeri kullanilarak ¢6ztlmus ve iki denklem

ile elde edilen hizlar karsilastiriimistir.
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Sekil 7.1: Michaelis-Menten denklemine gére hesaplanan reaksiyon hizinin, Taylor serisi acilim
kullanilarak hesaplanan hizin karsilastinimasi. (-: Michaelis-Menten denklemi, - -: Taylor serisi

aciimi).

Sekil 71'de goriildigu gibi

dogrusal denklem ile elde edilen hiz degerleri, Michaelis-Menten

denklemi ile elde edilen hiz degerlerine ¢ok yakindir. Dolayisiyla Michaelis-Menten denkleminin

Taylor serisi agilimi ile dogrusallastiriimasi sonucu ortaya ¢ikan hata ihmal edilebilir.



EK 2. GENISLETILMiS KALMAN FiLTRELERI iCIN MATLAB KODLARI

1.GKF {8, Vpad

So=10; Km=10; Vmax=.1; h=.12; S(1)=S0; ss(1)=S0;

for i=1:1000
Vmax(i)=0.1;%"exp(-0.005*h*);
k1 (i)=-h*Vmax(i)*S(i)/(Km+S(i));
k2(i)=-h*Vimax(i)* (S(i)-+k1 (i)/2)/ (Km+S(i)+k1(i)/2);
k3(i)=-h*Vmax(i)*(S(i)-+k2(i)/2)/(Km+S(i)+k2(i)/2);
ka(i)=-h*Vmax(i)*(S(i)-+k3(i))/(Km+S(i)+k3(i));
S(i+1)=S (i) +k1(i)/6+k2(i)/3+k3(i)/3+k4(i)/6;
ss(i+1)=S(i+1);

end

for i=1:1001
2(i)=ss(i) + randn*0.1;

end

Q=[0.010 0; 0 .0005];

R=0.1;

Xilk(:,1)=[10;.01];

Xson(;,1)=[10;.01];

H=[1,0];

Pson(;,:,1)=[0.001 0; 0..001];

Km=10;

for i=1:1000
sk1(i+1)=-h*Xson(2,i)*Xson(1,i)/(Km+Xson(1,i));

sk2(i+1)=-h*Xson(2,i)*(Xson(1,i)+sk1(i)/2)/(Km+Xson(1,i)+sk1(i)/2);



sk3(i+1)=-h*Xson(2,i)*(Xson(1,i)+sk2(i)/2)/(Km+Xson(1,i)+sk2(i)/2);
skd(i+1)=-h*Xson(2,i)*(Xson(1,i)+sk3(i))/(Km+Xson(1,i)+sk3(i));
Xilk(:,i+1)=[(Xson(1,i)+sk1(i)/6+sk2(i)/3+sk3(i)/3+sk4(i)/6);Xson(2,i)];

sigma:,:,i)=[(-XiIk(2,))"Km/((Km+Xilk(1,))A2))h, h(((Xilk(1,i)*Xilk(2,i) *Km*h*(i-1)) -
(XiTk(1,0)*( (K Xilk(1,))A2)((OXiTK(1,i)+Km)A3)) 0,1];

Pilk(:,:,i+1)=sigma(:,i)*Pson(:,.,i)*sigma(: 1)) +Q;
K(:J)= Pilk(:,5i+1) HSinv(HPIK(:, i 1)*H! + R);
Pson(:,:,i+1)=(eye(2)- K(,i)*H)*Pilk(:,:,i+1)"(eye(2)-K(,i)™H)" + (KC,i)"R™KE1));
Xson(si+1)=Xilk(:,i+1) + K(,i)*(z(i+1) - Xilk(1,i+1);
end
subplot(2,1,2);plot(h*(1:1001) Xson(2,:),’k,h*(1:1000), Vmax, k)
xlabel('zaman'), ylabel('Vmax kestirimi'

subplot(2,1,1);plot(h*(1:1001),ss,'k',h*(1:1001),z,".r'); xlabel('zaman'),ylabel('Substrat derisimi

kestirimi')



2.GKF {S, K.}
So0=10; Km=10; Vmax=.1; h=.17; S(1)=So; ss(1)=So;

for i=1:1000
Kl=.05; %substart inhibisyon sabiti
KII(i)=10+ (S(i)*2)*.05;
k1 (i)=-h*Vmax(1)*S(i)/(Km-+S i) +KI*S(i)"2);
k2(i)=-h*Vmax(1)*(S(i)+k1(i)/2)/(Km+S(i)+k1(i)/2 +KI*(S(i)+k1(i)/2)2);
k3(i)=-h*Vmax(1)*(S(i)+k2(i)/2)/(Km+S(i)-+k2(i)/2+KI*(S(i)+k2(i)/2)2);
ka(i)=-h*Vmax(1)*(S(i)+k3(i)/(Km+S i) +k3(i)+KI* (S(i)+k3(i)/1)12);
S(i+1)=S(i)+k1(i)/6+k2(i)/3+k3(i)/3+k4(i)/6;
sS(i+1)=S(i+1);

end

for i=1:1001
2(i)=ss(i) + randn*0.1;

end

Q=[0.000100 0; 0 .0005];

R=0.005;

Xilk(:,1)=[10;5];

Xson(:,1)=[10;5];

H=[1,0];



Pson(:,:,1)=[0.001 0; 0 10];
Vmax=.10;

for i=1:1000

ski (i+1)=-h*Vmax*Xson(1,i)/(Xson(2,i)}+Xson(1,0));
sk2(i+1)=-h*Vmax*(Xson(1,i)+sk1(i)/2)/(Xson(2,i)}+Xson(1,i)+sk1(i)2);
sk3(i+1)=-h*Vmax*(Xson(1,i)+sk2(i)/2)/(Xson(2,i)}+Xson(1,i)+sk2(i)/2);
sk(i+1)=-h*Vmax*(Xson(1,i)+sk3(i))/(Xson(2,i)}+Xson(1,i)+sk3(i);
Xilk(:,i+1)=[(Xson(1,i)+sk1(i)/6+sk2(i)/3+sk3(i)/3+sk4(i)/6);Xson(2, )]
sigma(:,-i)=(-Vmax*Xilk(2,i)/((Xilk(2,)+Xilk(1,i))2)....

(( VmaxXilk(1,i)/((XIIK(2,)+Xilk(1,i))A2) - ..

((-Xilk(1,i) "Vmax*Xilk(2,i) log(So/(Xilk(1,i)))).-..

((Xilk(1,)+Xilk(2,))3))):0,1];
Pilk(:,:,i+1)=sigma(:,.,i)*Pson(:,..i)*sigma(:,.,i) +Q;
K(:i)= Pilk(:,5i+1) HSinv(HAPIK(:,2,i1)*H' + R);
Pson(:,5,i+1)=(eye(2)- K(:,i)*H)*Pilk(:,2,i+1)*(eye(@)-K(: i) H)...

+ (KCI)"RKE));

Xson(,i+1)=Xilk(:,i+1) + K(,i)*(z(i+1) - Xilk(1,i+1));

end

subplot(2,1,1);plot(h*(1:1001),Xson(1,:),’k',h*(1:1001),2);



xlabel('zaman'),ylabel('substrat derisimi kestirimi ')
subplot(2,1,2);plot(h*(1:1000),KII,h*(1:1001),Xson(2,:));
xlabel('zaman'),ylabel('Km kestirimi')

3.GKF {S, Vinary Kn}

S0=10; Km=10; Vmax=.10; h=.20; N=1000; S(1)=So;

for i=1:N
Vmax(i)=0.10;%*exp(-0.001%);
k1(i)=-h*Vmax(i)*S(i)/(Km+S(i));
k2(i)=-h*Vmax(i)*(S(i)+k1(i)/2)/(Km+S(i)}+k1(i)/2);
Kk3(i)=-h*Vmax(i)*(S(i)}+k2(i)/2)/(Km+S(i}+k2(i)/2);

ka(i)=-h*Vmax(i)*(S(i)+k3(0))/(Km+S(i)+k3(i):

S(i+1)=S(i)+k1(i)/6+k2(i)/3+k3(i)/3+k4(i)/6;
end
for i=1:N+1

z(i)=S(i) + randn*0.001;
end
R=0.00001;
Xilk(:,1)=[10;.05;5];
Xson(:,1)=[10;.05;5];
H=[1,0,0];
Pson(:,;,1)=[0.0100;02 0;005];
fori=1:N

%zamanla azalan hata ilinti matrisi

Q=] 0.0000001,0,0:0,exp(-i*1)*.0050,0 : 0,0,.00001];%exp(i/500)*0.0005];



ski (+1)=-h*Xson(2,i)*Xson(1,i)/(Xson(3,i)+Xson(1,i));
sk2(i+1)=-h*Xson(2,i)*(Xson(1,i)+sk1 (i)/2)/(Xson(3,i)+Xson(1,i)+sk1 (i)/2);
sk3(i+1)=-h*Xson(2,)*(Xson(1,i)+sk2(i)/2)/(Xson(3,i)+Xson(1,i)+sk2(i)/2);
skA(i+1)=-h*Xson(2,)*(Xson(1,i)+sk3(i))/(Xson(3,i}+Xson(1,i)+sk3(i)):
Xilk(:,i+1)=[(Xson(1,i)+sk1(i)/6+sk2(i)/3+sk3(i)/3+sk4(i)/6);Xs0n(2,i);Xson(3,)];
SigMma:,-i)=[(-Xilk(2,i) Xilk(3,i)/((Xilk(3,i)+Xilk(1,)A2)), (((Xilk(1,i)* XilK(2,)....
Xilk(3,i)*h*(i-1)) - (Xilk(1,i)*((Xilk(3,i)+Xilk(1,)}2))...
((Xilk(1,i)-+Xilk(3,0))43)), (( Xilk(2,i) Xilk(1,i/((Xilk(3,i)+Xilk(1,)}A2))...
-((Xilk(1,i)*Xilk(2,i) *Xilk(3, i) Tog(So/ (Xilk(1,i)))/((Xilk(1,i)+Xilk(3,))3)))...
01,0;001];
Pilk(:,:,i+1)=sigma(:,.,i)*Pson(:,..i)*sigma(:,.,i) +Q;
K(:i)= Pilk(:,5i+1) HSinv(HAPIK ;.2 i 1)*H' + R);
Pson(:,5,i+1)=(eye(3)- K(:,i)*H)*Pilk(:,o,i+1)*(eye(@)-KC,i)H)' + (K RHK(D));
Xson(,i+1)=Xilk(:,i+1) + K(,i)*(z(i+1) - Xilk(1,i+1));
end
subplot(3,1,1); plot(Xson(2,.)) ;
xlabel('zaman'),ylabel('Vmax kestirimi)
subplot(3,1,2); plot(Xson(3,2)," k) ;
xlabel('zaman'),ylabel('Km kestirimi)
subplot(3,1,3) ;plot((1:1000),Vmax/Km, k', (1:1001) Xson(2,:)./Xson(3,:));

xlabel('zaman'),ylabel('Vmax/Km kestirimi')



4.GKF {S4, Sg, Vinaxs K}
S0A=10; KmA=10; VmaxA=.1; h=0.15; SA(1)=SoA,;

for i=1:1000
VmaxA(i)=0.1;%*exp(-0.001%);
k1A(i)=-h*VmaxA()*SA(i)/(KmA+SA(i);
K2A(i)=-h*VmaxA(i)*(SAG)+k1A()2)/ (KmA+SA()+k1A()/2);
K3A(i)=-h*VmaxA(i)*(SA()+k2A(i)/2)/(KmA+SA()+k2A(i)/2);

kaA(i)=-h*VmaxA()*(SA()+k3A())/(KmA+SA(i) +k3A():

SA(i+1)=SA(i)+k1A(i)/6+k2A(i)/3+k3A()/3+k4A(i)/6;

end

SoB=20;

KmB=10;

VmaxB=VmaxA;

SB(1)=SoB;

fori=1:1000
k1B(i)=-h*VmaxB(i)*SB(i)/(KmB+SB();
k2B(i)=-h*VmaxB(i)*(SB(i)+k1B(i)/2)/(KmB+SB(i)+k1B(i)/2);
k3B(i)=-h*VmaxB(i)*(SB(i)+k2B(i)/2)/(KmB+SB(i)+k2B(i)/2);
k4B(i)=-h*VmaxB(i)*(SB(i)+k3B(i))/(KmB+SB(i)+k3B():
SB(i+1)=SB(i)+k1B(i)/6+k2B(i)/3+k3B(i)/3+k4B(i)/6:

end

for i=1:1001
2(:,i)=[SA(i) + randn*0.005;SB(j) + randn*0.005];

end

Q=[ 0.0001,0,0,0; 0,0.0001,0,0; 0,0,.000010,0; 0,0,0,.1];



R=[0.001 0; 0 0.001];

Xilk(:,1)=[S0A;S0B;0.01;5]

Xson(;1)=[S0A;S0B;0.01;5];

H=[1,0,0,0; 0 10 OJ;

Pson(:,;1)=[0.001 0 0 0;0 0.001 0 0; 0.0.001 0;0 00 0.01];

for i=1:1000
skiA(i+1)=-h*Xson(3,i)*Xson(1,i)/(Xson(4,i)+Xson(1,i);
sk2A(i+1)=-h*Xson(3,i)* (Xson(1,i)+sk1A(i)/2)/(Xson(4,i)}+Xson(1,i)+sk1A(i)/2);
sk3A(i+1)=-h*Xson(3,i)* (Xson(1,i)+sk2A(i)/2)/(Xson(4,)}+Xson(1,i)+sk2A(i)/2);
SKAA(i+1)=-h*Xson(3,i)* (Xson(1,i)+sk3A(i))/(Xson(4,i)+Xson(1,i)+sk3A();
Xilk(1,i+1)=[(Xson(1,i)+sk1A(i)/6+k2A(i)/3+Sk3A(i)/3+Sk4A(i)6)];
sk1B(i+1)=-h*Xson(3,i)*1*Xson(2,i)/(Xson(4,i}+Xson(2,i);
sk2B(i+1)=-h*Xson(3,i)*1*(Xson(2,i)+sk1B(i)/2)/(Xson(4,i)+Xson(2,i)+sk1B(i)/2);
sk3B(i+1)=-h*Xson(3,i)*1*(Xson(2,i)+sk2B(i)/2)/(Xson(4,i)+Xson(2,i)+sk2B(i)/2);
skdB(i+1)=-h*Xson(3,i)*1*(Xson(2,i)+sk3B(i))/(Xson(4,i}+Xson(2,i)+sk3B());
Xilk(2,i+1)=[(Xs0n(2,i)+sk1B(i)/6+Sk2B(i)/3+sk3B(i)/3+sk4B()/6)];
Xilk(3:4,+1)=[Xson(3,i);Xson(4,)];
sigm (s, =[-Xilk(3,1)*Xilk(4,i)/((Xilk(4,i)+Xilk(1,))2), 0 ,...
((Xilk(1,i) Xilk(3,1)* Xilk(4,i)*h*(i-1))...
XK1,y (Xilke(4,)+Xilk(1, ) A2)((Xilk(1,i)+Xilk(4,))3), ..
( Xilk(3,i) Xilk(1,i)/((Xilk(4,i)+Xilk(1,)}2)) - ...
((Xilk(1,i)*Xilk(3,i)*Xilk(4,) log (SOA/(Xilk(1,i)))/((Xilk(1,i)+Xilk(4,))\3)); ..
0, -1*Xilk(3,i)*Xilk(4,i)/((Xilk(4,)+Xilk(2,))2), ...
(Xilk(2,i)1*Xilk(3,i) *Xilk(4,i)*h*(i-1))...
<X (2, (XK (4, i)+ XK (2,i)A2))((XITK(2, )+ Xilk (4,))3), ..

(XIK(3,1) =Xl (2,)/((XITK(4,1)+XITK(2,1))A2)) - ((XiTk(2,i)*1*Xilk(3,)*Xilk(4,])"..



log(SoB/(Xilk(2,i))))/((Xilk(2,i)+Xilk(4,i))*3));
;0,0,1,0,000 1];
Pilk(:,:,i+1)=sigm(:,:,i)*Pson(:,:,i)*sigm(:,.,i) +Q;
K(,i)= (PIK(, i+ ) H)Sinv(H*PIKG, i+ 1)*H! + R);
Pson(:,:,i+1)=(eye(4)- K(.,0i) H)*Pilk(:,:,i+1)"(eye(d)-K(:,.i) H)' + (K(:. i) RK(, 1)),

Xson(:,i+1)=Xilk(:,i+1) + K(:,5,1)*(z(:,i+1) - H*Xilk(:,i+1));

end
subplot(2,1,1); plot(Xson(3,:), k) ,xlabel('zaman’), ylabel('Vmax kestirimi')

subplot(2,1,2); plot(Xson(4,:), k') ,xlabel ('zaman'), ylabel('Km kestirimi')
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