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Введение.PKA-SPARK — флуоресцентный репортер активности протеинкиназы A
(PKA). Он содержит eGFP и сайт фосфорилирования PKA; после фосфорилирования
формирует цитоплазматические агрегаты, видимые как дроплеты. Это позволяет реги-
стрировать активацию PKA без сложной коррекции сигнала. Репортеры SPARK примени-
мы и к другим сигнальным белкам, включая ERK. Необходимы методы автоматизирован-
ного анализа их ответа, поскольку существующие подходы (подсчёт дроплетов, измерение
их интенсивности или площади) дают плохо воспроизводимые результаты.
Методы. Клетки HEK293T трансфицировали сенсором PKA-SPARK с использованием
GenJect-39 (Молекта) и Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific). Активность реги-
стрировали методом широкопольной флуоресцентной микроскопии на Nikon Eclipse Ti2
при фиксированных настройках. Макрос разработан в FIJI, нейросеть — на основе предо-
бученной модели Ultralytics YOLOv11.
Результаты. Разработаны два метода анализа: макрос для количественной оценки числа
агрегатов на площадь клетки и нейросеть для автоматической классификации клеток на
отвечающие и не отвечающие. Суммарно было проанализировано около 14 700 клеток. С
помощью нейросети было выявлено, что через 45 минут на серотонин ответили 90,966%
клеток, на паратгормон — 45,608%. На смесь форсколина, IBMX и паратгормона ответили
50,000% клеток через 1 минуту и 90,323% через 10 минут. Ответ на норадреналин оста-
вался в пределах погрешности: прирост не более чем на 10% за 45 минут.
Выводы. Качественный анализ нейросетью и количественный анализ макросом дали сов-
падающие результаты: одинаковую форму кривой, совпадающие моменты начала ответа
и выхода на плато. Макрос позволяет оценивать динамику сигнала, но требует ручной
настройки порогов. Нейросеть работает автоматически и устойчива к шуму, перекрытию
клеток и изменению яркости. Оба подхода можно адаптировать к другим типам клеток и
SPARKрепортерам после донастройки и дообучения, например для анализа съёмки мозга
дрозофилы, экспрессирующей сенсор.
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ № 25-75-30005.
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Рис. : Активация сенсора PKA SPARK в клетках HEK при повышении уровня цАМФ.
Сравнение алгоритмического и нейросетевого подходов. a) Фотография клеток до стиму-
ляции (n = 26). b) Те же клетки через 15 минут после добавления смеси форсколина, IBMX
и паратгормона. Наблюдается увеличение числа дроплетов, отражающее активацию PKA
SPARK. c) Динамика активации PKA SPARK. Синим показано число отвечающих кле-
ток, рассчитанное нейросетью. Зелёной линией показано среднеечисло дроплетовв клетке,
нормированное на ее площадь, рассчитанное алгоритмически в ImageJ; вертикальные зе-
леные линии соответствуют стандартному отклонению от среднего. Красная пунктирная
линия обозначает момент начала стимуляции. Обе метрики демонстрируют согласован-
ную кинетику активации PKA после повышения уровня цАМФ.
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Рис. : Активация сенсора PKA SPARK в 3454 клетках HEK при повышении уровня цАМФ.
Демонстрация возможностей нейросетевого подхода. a) Фотография клеток до стимуля-
ции (n = 3454). b) Те же клетки через 60 минут после добавления норадреналина. c) Ди-
намика активации сенсора PKA SPARK. Синей линией показано число отвечающих кле-
ток, определённое нейросетевым алгоритмом классификации. Красная пунктирная линия
обозначает момент начала стимуляции. Аккуратно применить алгоритмический подход в
ImageJ на таком количестве клеток было бы намного более вычислительно тяжелая зада-
чей.
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