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* Молекулярный вращательный мотор F1�ATPаза –
водорастворимая часть F1Fo�ATP�синтазы, кото�
рая связывает транспорт протонов через биологи�
ческие мембраны с синтезом или гидролизом
АТР [1−3]. Отделенная от мембраны F1�ATPаза
гидролизует АТР, используя энергию гидролиза
для вращательного изменения конформации сво�
их субъединиц [3]. F1�ATPазу, выделенную из раз�
ных источников, интенсивно изучают в ведущих
лабораториях разных стран структурными и био�
химическими методами. Обзор этих работ опуб�
ликован в 2010 г. [3].

* Эл. почта: konf1@rambler.ru

Кристаллические структуры F1�ATPазы опре�
делены с высокой точностью разрешения в при�
сутствии различных лигандов и без них [4, 5]. Три
субъединицы α и три субъединицы β организова�
ны в F1 альтернативным образом вокруг цен�
тральной субъединицы γ. Каталитические центры
F1 локализованы на субъединицах β, и в любой
момент времени разные центры находятся в раз�
личных состояниях в ходе катализа [5].

Гидролиз АТР индуцирует вращение централь�
ной субъединицы γ и приводит к циклическому
изменению конформационного состояния субъ�
единиц β. При вращении субъединицы γ все субъ�
единицы β изменяют конформацию в следующей
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последовательности: βTP (с высоким сродством к
АТР) → βDP (с высоким сродством к ADP) → βE

(пустая конформация) [4, 5].

Кинетический механохимический механизм
вращательного катализа для F1 впервые предло�
жен Бойером еще до установления кристалличе�
ской структуры фермента на основании только
термодинамических и кинетических данных [1].
Тем не менее, этот механизм в основном остается
признанным до сих пор [3].

В 1997 г. механизм Бойера нашел прямое под�
тверждение в экспериментах на одной молекуле
[6], когда вращение центральной субъединицы γ
наблюдали в оптический микроскоп. Позднее, в
2001 г., показано, что каждое вращение субъедини�
цы γ на 120° (полный каталитический цикл) про�
исходит с “паузами” при вращении на 80 и 40° [7]. 

Нетривиальное вращательное поведение F1

привело к попытке его интерпретации с помо�
щью различных моделей [8, 9]. Наибольшее рас�
пространение получили модели Остера и соавто�
ров [10], основанные на допущении дискретных
механических движений субъединицы γ. Однако
Карплус с соавт. [11] заметили, что Остер не ис�
пользует важных идей, заложенных в механизме
Бойера [1]. Кроме того, в недавних работах [12]
показано, что F1�АТРаза продолжает вращаться в
правильном направлении после почти полного
удаления субъединицы γ. Следовательно, необхо�
димо привлечение новых подходов, учитываю�
щих кооперативное взаимодействие субъединиц
β в ходе катализа. 

Кинетические модели, учитывающие коопе�
ративное взаимодействие субъединиц β, ранее
применяли только для интерпретации равновес�
ных и не зависящих от времени стационарных
данных [11, 13].

Модель, предложенная в данной статье, впер�
вые объясняет появление во времени нерегуляр�
ных ступенек на кинетических кривых для F1 на
основе простой кинетической схемы, согласую�
щейся с классической, предложенной Бойером.
Она развивает идеи работы [9], в которой объяс�
нено появление регулярных ступенек на кривой
накопления продукта во времени для вращатель�
ного фермента. 

Нерегулярность появления ступенек, обнару�
женная экспериментально для F1�АТРазы [14−18],
мы объясняем способностью рассматриваемой ки�
нетической схемы генерировать так называемый
“детерминированный хаос”, который можно на�
блюдать как кажущийся случайным набор ампли�
туд и частот колебаний активности фермента [19].
В этом случае накопление продукта во времени,
пропорциональное числу вращений субъедини�
цы γ, происходит ступенчатым образом, сходным с
наблюдаемым экспериментально для F1�АТРазы.

Предлагаемая модель объясняет зависящее от
времени различное заполнение каталитических
центров F1�АТРазы нуклеотидами, что помогает
разрешить многолетний спор сторонников “двух�
центровой” [20] и “трехцентровой” [21] моделей
функционирования F1�АТРазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кинетическая модель F1�АТРазы

Мы рассматриваем простую кинетическую
модель вращательного катализа ферментом F1�
АТРазой, которая получена модификацией уже из�
вестных [11, 22]. Кинетические модели F1�АТРазы
последних лет, основанные на классическом меха�
низме Бойера, имеют некоторые различия. На
рис. 1 схематически изображены основные ста�
дии, установленные разными авторами. Мини�
мальная схема представляет установленное к на�
стоящему времени соотношение между углом по�
ворота субъединицы γ и химическими стадиями.
Изображены три субъединицы β в разных кон�
формациях и переходы между состояниями, ин�
дуцированные связыванием АТР. Представлены
следующие стадии:
1. Начало реакции − связывание ADP на субъеди�
нице βDP. Эта стадия на рис. 1 не показана. Другие
две субъединицы β при этом находятся в конфор�
мациях βTP и βE соответственно [22]. Стрелка в
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Рис. 1. Схематическое представление двух путей ката�
лиза на F1�АТРазе. Начальный одноцентровый путь
соответствует связыванию АТР в конформации βТР и
гидролизу в обратной реакции (возможно, без выде�
ления Pi). Второй многоцентровый путь связан с по�
воротом центральной субъединицы γ (показана
стрелкой в центре) последовательно на 80 и 40° с вы�
делением продуктов Pi и ADP. После завершения
цикла с поворотом на 120° происходит повторение
многоцентрового пути. βTP, βDP, βЕ, βНС – конфор�
мации трех субъединиц β.
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центре тримера показывает ориентацию цен�
тральной субъединицы γ.
2. Связывание первой молекулы АТР происходит
с высоким сродством на субъединице βTP.

3. Первая связанная молекула АТР может быть
гидролизована без вращения субъединицы γ в так
называемом “одноцентровом гидролизе” [23]. В
освободившейся субъединице βTP может остаться
связанным неорганический фосфат Pi [23].
Оставшийся продукт Pi показан звездочкой.

4. Связывание второй молекулы АТР в конформа�
ции βE происходит с меньшим сродством (отри�
цательная кооперативность [11]), поскольку это
связывание сопряжено с поворотом субъединицы
γ на 80° (на рис. 1 поворот показан против часо�
вой стрелки). При связывании второй молекулы
АТР конформация βE изменяется на βHC (так на�
зываемая полузакрытая конформация [22]). При
повороте на 80° также происходит гидролиз АТР
на субъединице βTP. 

5. После связывания второй молекулы АТР про�
исходит относительно медленный поворот субъ�
единицы γ на 40° (на рис. 1 поворот показан вер�
тикальной стрелкой kγ). Данный поворот сопро�
вождается изменением конформации всех трех
субъединиц β. 
6. После суммарного поворота на 120° последова�
тельно образуются продукты Pi и ADP, и фермент
готов к новому каталитическому циклу в так назы�
ваемом “многосубъединичном катализе” [23].

Отметим, что “одноцентровый катализ” в на�
шей схеме, представленной на рис. 1, не является
независимым от занятости других каталитических
центров фермента нуклеотидами, как это предпо�
лагали в ряде работ [23]. Все ферментные формы
связаны условием сохранения общей концентра�
ции фермента. Поэтому скорость одноцентрового
катализа может оказаться малой из�за малой кон�
центрации гидролизирующей формы фермента, а
не из�за малой константы скорости гидролиза. 

Некоторые модели F1�АТРазы не учитывают
кооперативность при связывании АТР [22]. В на�
шей модели, так же как и в некоторых других [11],
кооперативное связывание АТР имеет решающее
значение для интерпретации нетривиального ки�
нетического поведения F1�АТРазы.

Для количественного анализа мы представля�
ем схему в формализованном виде:

(1)

На схеме (1) вначале показана инициирующая
стадия (константы k+, k–). Две последовательные

x0 x1 x2 x3; S[ ]0 S[ ].
k+

k–

k+1[S]

k–1

k+2[S]

k–2

k

kP kγ

стадии связывания субстрата АТР обратимы. По�
лукруглые стрелки изображают две лимитирую�
щие стадии катализа (kP – одноцентровый ката�
лиз, kγ − многоцентровый катализ). Показан также
приток субстрата k из регенерирующей системы.
Здесь xi = [Ei] /[E], i = 0, 1, 2, 3 обозначают нор�
мированные концентрации различных форм фер�
мента, связанные соотношением баланса, [E] =

=  – суммарная концентрация фермента:

(2)

Если мы интерпретируем эксперименты по
одной молекуле фермента [6], то переменные xi

представляют не концентрации, а вероятности
различных состояний фермента. Кинетические
уравнения в обоих случаях имеют одинаковый
вид.

На схеме (1) в явном виде показана иницииру�
ющая стадия обратимого связывания ADP (кон�
станты скорости k+ и k–). Две последовательные
стадии связывания субстрата АТР также обрати�
мы (константы скорости k+1, k–1 для первой ста�
дии и k+2, k–2 для второй). Стадия kP отражает “од�
ноцентровый гидролиз”, стадия kγ соответствует
лимитирующему вращению с последующим быст�
рым выделением продуктов Pi и ADP, как показано
в работах [22, 23].

На cхеме (1) также отдельно показана стадия
притока субстрата из регенерирующей системы
(стадия k). Приток субстрата, применяемый в
большинстве экспериментов, имеет важное
значение. Отсутствие его в кинетических моде�
лях обедняет опубликованный ранее [22] кине�
тический анализ. Только с учетом внешнего
притока субстрата схема (1) допускает возник�
новение незатухающих колебаний активности
фермента [9]. 

В данной работе впервые показано, что наша мо�
дель допускает не только регулярные, но и нерегу�
лярные колебания активности фермента, что при�
водит к нерегулярной ступенчатости, обнаружен�
ной экспериментально в кинетике F1�АТРазы [3]. 

Численное решение кинетических уравнений

Следующие кинетические уравнения, состав�
ленные в соответствии с законом действующих
масс, количественно характеризуют кинетическое
поведение схемы (1):

E[ ]∑ i

i

0 1 2 3 1.x x x x+ + + =
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(3)

Мы решали уравнения (3) с использованием
вычислительной программы DBSolve [24]. Обра�
зование продукта, лимитируемое вращением
субъединицы γ с константой скорости kγ, при ин�
тегрировании пропорционально числу оборотов
вращения γ субъединицы. Накопление продукта
вычисляли с использованием уравнения (4):

(4)

Начальные условия:

 (5)

Величины кинетических параметров выбира�
ли так, чтобы получить нерегулярные ступеньки
на кривой накопления продукта, близкие к экс�
периментальным [16−18]. Константы k+, k–, ха�
рактеризующие обратимое связывание ADP, и
константа k/[E] = 10 c–1, обозначенная в уравне�
нии 4 как k, описывающая приток субстрата АТР
в систему, оценены в нашей предшествующей ра�
боте [9]. Поскольку в системе происходит регене�
рация ATP, значение концентрации ADP в систе�
ме мы предполагали близким к постоянному зна�
чению. Поэтому константа  включает в себя
приближенно постоянную концентрацию ADP. В
соответствии с нашими оценками [9] 

Константа k+1 характеризует связывание АТР в
каталитическом центре с высоким сродством. В
ряде работ [7] величина k+1 указана равной: k+1 =

=
Константа k+2 включает относительно медленное

вращение субъединицы γ на 80° и медленный гидро�
лиз. Поэтому мы выбираем k+2 = 5 × 104 M–1 c–1. На
схеме (1) показаны обратные стадии процесса
связывания субстрата (k–1, k–2). Эти константы в
литературе обычно указываются малыми по вели�
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чине (≈10–3 c–1). В некоторых работах [23] указа�
ны другие величины (больше 1 с–1). Мы выбрали
величины k–1 = 0.007 c–1, k–2 = 2 c–1.

Константа kP на схеме (1) характеризует “од�
ноцентровый гидролиз”. В соответствии с рабо�
той [23] kP = 100 c–1 или kP > 100 c–1. Малая “одно�
центровая” каталитическая активность может
быть связана с малой величиной x2. Известно [25],
что активность F1 становится заметной только
при быстром заполнении субстратом третьего ка�
талитического центра (т.е. при условии x3 > x2). 

Константа kγ введена в работах [22, 23] и харак�
теризует медленную скорость вращения субъеди�
ницы γ. В соответствии с литературными данны�
ми мы выбрали величину kγ =10 c–1. 

Решение уравнений (3, 4) при указанных вели�
чинах параметров дает накопление продукта во
времени, изображенное на рис. 2. Кинетическая
кривая на нем показывает различные по длитель�
ности ступеньки (паузы), подобные наблюдав�
шимся экспериментально [18]. Нерегулярности на
рис. 2 становятся более заметными при изображе�
нии результатов расчета в других координатах. 

На рис. 3 показано поведение траекторий дан�
ной системы в фазовом пространстве перемен�
ных (x2, x3). Видно, что после предстационарного
изменения переменных x2, x3 (предстационарного
“выброса” [22, 23]) система выходит на близкие
предельные циклы. Рис. 3а показывает измене�
ние предельного цикла в течение 60 с, а рис. 3б
показывает изменение предельного цикла в тече�
ние 150 с.

Изменения предельных циклов означают из�
менения частоты и амплитуды колебаний в опреде�
ленных пределах, свойственных так называемому
“детерминированному хаосу” [19]. В отличие от
обычного шума детерминированный хаос характе�
ризуется некоторыми закономерностями [19].
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Рис. 2. Ступенчатое накопление продукта, рассчитанное
по уравнениям (3, 4). Константы скорости: k = 10 c–1,
k+ = 5 × 10–2 c–1, k– = 6 c–1, k+1 = 3 × 107 M–1 c–1,

k+2 = 5 × 104 M–1 c–1, k–1 = 0.007 c–1, k–2 = 2 c–1, kP =

= 100 c–1, kγ = 10 c–1.
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При выбранных величинах параметров не�
большие различия в длительности ступенек на
рис. 2 подобны экспериментальным [15, 18]. Экс�
перимент [15, 18] показывает, что длительность
“пауз” составляет 1−2 с. 

Таким образом, схема (1) и соответствующие
ей кинетические уравнения способны объяснить

возникновение нерегулярных по длительности
ступенек на кинетической кривой (рис. 2). Наше
объяснение не требует привлечения гипотез о
стохастическом дискретном механическом дви�
жении деталей молекулы F1�АТРазы. Все химиче�
ские стадии этой схемы достоверно установлены.

Нерегулярное колебательное заполнение 
каталитических центров

Нерегулярным ступенькам на рис. 2 соответ�
ствует нерегулярное заполнение каталитических
центров F1�АТРазы лигандами. На рис. 4 показа�
но рассчитанное заполнение третьего центра (x3)
для тех же величин параметров, что и на рис. 2.

Видно, что амплитуда колебаний на рис. 4 ме�
няется случайным образом, но не выходит за пре�
делы области 0.18 < x3 < 0.24. Период колебаний
также не выходит из определенной области зна�
чений. 

Экспериментальное наблюдение зависимого
от времени заполнения каталитических центров
F1�АТРазы в ходе катализа осуществлено впервые
в 2010 г. [26]. Заполнение третьего центра было
кратковременным и быстро уменьшалось [26].
Зависимость x3(t), подобную экспериментальной
[26], мы получили при увеличении константы ско�
рости kP (kP = 200 c–1 вместо kP = 100 c–1 на рис. 4).
Полученная в результате решения уравнений (3)
кривая представлена на рис. 5.

На рис. 5 заполнение третьего каталитическо�
го центра (x3) происходит кратковременно и име�
ет характер затухающих колебаний подобно тому,
как это наблюдали методом тушения флуорес�
ценции триптофана у F1�АТРазы. Тушение флуо�
ресценции наблюдали в присутствии АТР или
АDР, оно достигало постоянного уровня в тече�
ние 100 с [26]. Авторы [26] показали, что наблюда�
емое тушение пропорционально заполнению ка�
талитических центров F1�АТРазы. Использован�
ный авторами мутированный фермент, возможно,
обладал большей одноцентровой активностью,
чем нативный. Мы увеличили константу kP, нахо�
дясь в рамках известных значений константы
скорости одноцентрового гидролиза [23].

Нерегулярность заполнения третьего катали�
тического центра F1�АТРазы свидетельствует о
справедливости как “двухцентровой” [20], так и
“трехцентровой” [21] моделей F1�АТРазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Модель F1�АТРазы, схематически представ�
ленная на рис. 1, содержит два различных пути
катализа. Один путь протекает через один катали�
тический центр в конформации βTP без вращения
субъединицы γ. Этот путь в литературе называют

x3
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Рис. 3. Рассчитанный выход в плоскости переменных
(х2, х3) на семейство предельных циклов, соответствую�
щих ступенькам на рис. 1. а – t = 60 с, б – t = 150 с.
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Рис. 4. Нерегулярное заполнение третьего центра х3,
рассчитанное по уравнениям (3). Условия как на рис. 2.
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Рис. 5. Кратковременное заполнение третьего центра
х3 с измененной константой kP = 200 c–1. Остальные
константы как на рис. 4.
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“одноцентровым гидролизом” [23]. Известно, что
малую скорость одноцентрового гидролиза мож�
но объяснить тем, что доля фермента, участвую�
щего в нем, незначительна. Участие фермента в
“многоцентровом гидролизе” уменьшает долю
“одноцентрового гидролиза”. Многоцентровой
гидролиз образует второй путь катализа с участи�
ем всех трех каталитических центров. 

Присутствие двух путей катализа − необходи�
мое условие колебательного поведения фермента
[9, 27−29]. На кривой накопления продукта во
времени колебательная кинетика приводит к воз�
никновению ступенек (рис. 2), регистрируемых в
различных экспериментальных работах [3].

Кроме того, для возникновения колебаний ки�
нетическая схема должна включать стадию задерж�
ки [9]. В нашем случае задержка обусловлена мед�
ленным обратимым связыванием продукта АDР.

Ранее мы показали, что необходимая для коле�
баний задержка может происходить и другими
способами. В частности, предварительное связы�
вание АТР, рассмотренное Карплусом и соавт.
[11], также может индуцировать колебательное
поведение [27]. Футаи и соавт. [18] определяют
стадию задержки в виде обратимого ингибирова�
ния промежуточного состояния фермента.

Кинетическая модель, рассмотренная в дан�
ной статье, позволяет получить достаточно дли�
тельные паузы (~2 с) на кинетической кривой
(рис. 2). Недавно именно такие паузы обнаруже�
ны экспериментально. Их длительность авторы
работы [18] объясняют присутствием в кинетиче�
ской схеме стадии задержки. Мы даем такое же
объяснение, но с привлечением другой стадии за�
держки.

Наиболее интригующее на наш взгляд в рас�
смотренной модели − возникновение нерегуляр�
ности пауз во вращательной кинетике. Стохасти�
ку пауз во вращении F1�АТРазы наблюдали во
многих экспериментах [15]. Нерегулярность ко�
лебательного поведения может возникнуть без
вовлечения внешних случайных процессов. В
этом случае она называется детерминированным
хаосом [19], который может быть легко иденти�
фицирован по фазовым портретам, как это пока�
зано на рис. 3а и 3б.

При изменении кинетических параметров
вместо детерминированного хаоса могут быть по�
лучены устойчивые колебания (один предельный
цикл), как показано в нашей работе [9].

Физиологическое значение хаоса еще недоста�
точно изучено. Ясно, что хаос дает детерминиро�
ванной системе возможность иметь определен�
ный разброс колебательного поведения. Разброс
колебательного поведения в определенных пре�
делах может иметь адаптивное значение [19], ха�
рактер поведения системы сохраняется при ма�
лых возмущениях.

В нашей модели детерминированный хаос яв�
ляется следствием дополнительных обратных
связей, возникающих из�за обратимости связы�
вания субстрата. Таким образом, обратимость
связывания субстрата может иметь физиологиче�
ское значение. Известно, что F1�ATPаза в комплек�
се с Fo участвует в процессе трансдукции энергии
[3]. Обороту γ�субъединицы на 360° соответствует
транспорт через мембрану митохондрии 10 про�
тонов у E. coli и Bacillus PS3, 11 – у Ilyobacter tartar/
icus и Propionigenium modestum, 15 − у синезеленых
водорослей Spirulina platensis, т.е. в среднем 3.3−
5 протонов приходится на синтез/гидролиз
1 молекулы АТР [3]. По�видимому, различие со�
отношений − результат адаптации к неодинако�
вым физиологическим режимам [3], и оно отража�
ет характерные механизмы регуляции. Получен�
ная в нашей работе нерегулярность появления
ступенек – проявление “детерминированного хао�
са” − находится в соответствии с эксперименталь�
ными данными, не требует для своего объяснения
привлечения гипотезы о флуктуации энзима [3], и
ее можно рассматривать как дополнительный ме�
ханизм регуляции транспорта протонов.

Мы предполагаем, что регенерированный суб�
страт возвращается в систему в виде притока k. В
связи с этим можно допустить существование
расхождения в поведении моделируемой системы
и экспериментальной. Однако если предполо�
жить, что в экспериментальной системе подача
восстановленного субстрата из регенерирующей
системы в течение некоторого времени будет про�
исходить в форме постоянного притока, то в этом
случае в соответствии с моделью должны наблю�
даться колебания концентрации субстрата.

Схема с постоянным притоком субстрата поз�
воляет воспроизвести как длительность остано�
вок вращения, так и наблюдаемую в эксперимен�
те нерегулярность их появления без привлечения
гипотезы [3] о стохастическом дискретном меха�
ническом движении деталей молекулы F1�ATPазы.

В отличие от известных моделей [22, 23] наша
учитывает реалистическое условие притока суб�
страта и поэтому может быть использована для
уточнения кинетического механизма F1�АТРазы.
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