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В настоящих момент активно развивается использование генетически кодируемых марке-

ров для исследований in vivo. При рациональном дизайне новых мутантов важным критерием 

является поглощение и испускание таких биомаркеров в дальнекрасной и ближней ИК области 

(район 700-900нм) с высоким квантовым выходом (яркостью), что довольно проблематично 

обеспечить в случае использования мутантов из семейства зеленого флуоресцентного белка. В 

настоящий момент рассматривается использование модифицированных фитохромов[1], по-

скольку они включают в себя билиновые хромофоры, которые имеют гораздо более протяжен-

ную сопряженную систему связей по сравнению с хромофорами зеленых и красных флуорес-

центных белков (рис. 1). 

 

Рис. 1. Структурная формула биливердина 

Большой проблемой является то, что протонирование таких хромофоров в растворе и бел-

ковой матрице может быть различным (у нейтральной формы протонированы 3 азота- рис. 1, у 

катионной все четыре), что может значительно сказываться как на спектре поглощения, так и 

на яркости сигнала. 

Временно-зависимый метод теории функционала плотности (TDDFT) является наиболее 

широко используемым методом расчета энергий вертикальных переходов больших органиче-

ских хромофоров [2], который при этом хорошо распараллеливается и масштабируется на со-

временных вычислительных системах. Однако, ошибки TDDFT зачастую очень высоки для би-

линовых систем [3], его использование даже для расчетного качественного скрининга мутаций 

находится под большим вопросом. 

Проведенное нами тестировании молекул билиновых хромофоров в газовой фазе показало, 

что ошибки составляют 0.1-0.5 эВ для нейтральной модели и 0.2-0.8 эВ для катиона. Большой 

проблемой является то, что гибридные функционалы (B3LYP) и meta-GGA функционалы 

(M06L) дают хорошее описание для нейтральной формы (ошибка менее 0.1 эВ), но для катиона 

они завышают энергию перехода на 0.4 эВ. При этом GGA функционалы (BLYP) завышают 

энергию перехода для нейтральной формы на 0.5 эВ, но для катиона подходят лучше (ошибка 

менее 0.2 эВ). По сути, невозможно сделать однозначный выбор в пользу какого-то конкретно-

го функционала плотности (или даже группы), что затрудняет использование данного метода 

для скрининга новых перспективных мутантов. По нашему опыту наиболее надежным подхо-

дом к расчету спектров органических хромофоров является метод расширенной квазивырож-
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денной многоконфигурационной теории возмущений (XMCQDPT) [4]. В частности, для катио-

на модифицированного биливердина 15Za [3] в водном растворе он дал 1.85 эВ по результатам 

данной работы (эксперимент 1.83 эВ), тогда как из литературы известно, что родственный ме-

тод CASPT2 воспроизводит энергию гораздо хуже – 1.95 эВ [3].  

При рассмотрении модели хромофора в белковой матрице ошибка метода TDDFT ведет се-

бя гораздо лучше и качественно воспроизводит сдвиг поглощения при изменении протониро-

ванного состояния хромофора. Например, LC-BLYP дает 549 и 532 нм для катионной и ней-

тральной форм хромофора соответственно, тогда как XMCQDPT- 668 и 660нм. Эти результаты 

показывают, что лишь на основании расчета энергий вертикальных переходов невозможно оп-

ределить какая форма хромофора присутствует в том или ином белке, ведь разница в значениях 

(0.02 эВ) меньше, чем ошибка метода относительно экспериментального результата (0.1 эВ). 

Однако, КМ/ММ расчеты все же дают однозначный результат, так как катионная форма в рас-

сматриваемом нами мутанте оказалась однозначно стабильнее, чем нейтральная – на 3.3 

ккал/моль, то есть в 252 раза при температуре 300К,  

С вычислительной точки зрения наши задачи делятся на 3 части - молекулярная динамика 

для подготовки трехмерной полноатомной модели, квантовые или комбинированные КМ/ММ 

расчеты геометрических конфигураций, расчет энергий вертикальных переходов (спектров). 

Молекулярная динамика действительно хорошо масштабируется и быстро считается при ис-

пользовании узлов с ускорителями NVIDIA, так как код популярных пакетов NAMD и 

GROMACS был своевременно переписан и очень хорошо оптимизирован их разработчиками. 

Квантовые или комбинированные расчеты (КМ/ММ) в настоящий момент основаны на очень 

старом и неэффективном коде, поэтому практически не задействуют GPU ускорители в рамках 

доступных прикладных пакетов, хотя и способны хорошо масштабироваться на десятки и сотни 

узлов, тысячи обычных процессорных ядер. Расчеты спектров в основном используют лишь 

ресурсы одного мощного SMP узла с большой памятью и быстрым хранилищем данных. От-

дельной проблемой является очень ограниченная поддержка векторизации в прикладных паке-

тах квантовой химии, тогда как современные x86-64 процессоры имеют поддержку AVX2 и 

даже AVX512.   

Работа выполнена на суперкомпьютерах «Ломоносов», «Ломоносов-2» НИВЦ МГУ и 

«МВС-10» МСЦ РАН. Использовались программные пакеты NWChem, GROMACS, GAMESS 

(US) и Firefly (PC GAMESS). 
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