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Цитокины и белки острой фазы играют важную роль в формировании ответной иммунологической реакции
при воспалительных процессах. В зависимости от типа заболевания развитие воспаления сопровождается
изменениями концентраций (как уменьшением, так и увеличением) не одного, а множества биомаркеров.
Нами разработан вариант мультиплексного иммуноанализа на биочипах для количественного определения
восьми биомаркеров воспаления человека: острофазных белков CRP и SAA и цитокинов IL-6, IL-8, IL-17,
IL-18, IP10/CXCL10 и TNFα. Продемонстрирована возможность использования разработанного метода для
выявления биомаркеров воспаления в культуральной среде. Метод может быть использован для оценки
профиля биомаркеров воспаления in vitro, а также его изменений, индуцируемых различными агентами, в
том числе после активации клеток, их синтезирующих, и при изучении заболеваний на клеточных моделях.
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ВВЕДЕНИЕ
В развитие воспалительного процесса в орга-

низме человека вовлечено множество молекул бел-
кового происхождения, способных регулировать
иммунную реакцию, развивающуюся в ответ на
воздействие экзогенных (вирусы, бактерии, аллер-
гены) или эндогенных (ревматоидный фактор,
ДНК и другие аутоантигены) факторов.

К ведущим участникам развития процесса
воспаления относятся цитокины ‒ белковые мо-
лекулы с про- и противовоспалительными свой-
ствами, которые запускают различные сигналь-
ные каскады. При особо тяжелых воспалениях, на-
пример при сепсисе, концентрации некоторых
цитокинов, таких как интерлейкин-6 (IL-6), могут
существенно увеличиваться за считанные часы.
Концентрации секретируемых клетками молекул
воспаления могут также изменяться в зависимости
от стадии заболевания и применяемой терапии [1, 2].

В настоящее время большинство эксперимен-
тов по исследованию воспалительных процессов
у человека проводят на отдельных клеточных ли-
ниях, используемых в качестве in vitro моделей

различных патологий. Это касается изучения ме-
ханизмов иммунологических процессов [3], пато-
генеза онкологических заболеваний [4] и поиска
терапевтических мишеней [5], механизмов аллер-
гических [6] и аутоиммунных заболеваний [7], а
также оценки адекватности проводимой терапии.
Таким образом, оценка концентраций биомарке-
ров воспаления важна как при изучении механиз-
мов патогенеза того или иного заболевания, так и
в клинической практике.

В развитии воспалительного процесса участ-
вует множество сигнальных и эффекторных мо-
лекул, поэтому использование метода, который
позволяет одновременно определять концентра-
ции большого числа ключевых биомаркеров вос-
паления, может дать более полную информацию
о паттернах исследуемых соединений. Следует
сказать, что концентрации потенциальных мар-
керов воспаления могут отличаться друг от друга на
несколько порядков [8], что существенно затруд-
няет их одновременное определение в одном об-
разце. Кроме того, некоторые белки семейства ци-
токинов высокогомологичны, что также осложня-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0026898420060130 для авторизованных пользователей.
Сокращения: CRP – С-реактивный белок; FBS – эмбриональная телячья сыворотка; IL – интерлейкин; IP10/CXCL10 –
индуцируемый интерфероном-γ белок-10/CXC-хемокин-10; SAA – белок сывороточного амилоида А; TNFα – фактор не-
кроза опухоли α; RPMI-1640 – Roswell Park Memorial Institute medium 1640.
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ет поиск и выбор антител для их специфичного
определения в смеси аналогичных белков.

Для определения биомаркеров воспаления в
культуральных средах используют как классиче-
ский иммуноферментный анализ (ИФА) [9], так
и появившиеся несколько позже мультиплексные
иммунохимические методы. Использование мо-
ноплексных тест-систем на основе ИФА для вы-
явления цитокинов позволяет проводить анализ с
достаточной чувствительностью и высокой специ-
фичностью, так как исключает интерференцию ис-
пользующихся в наборе антител. Его недостаток за-
ключается в необходимости большого объема анали-
зируемого образца при скрининге набора цитокинов.
Мультиплексные методы анализа (например, моди-
фикация анализа вестерн-блот [10], проточная цито-
флуориметрия с использованием микросфер [11] или
биочипы [12]) позволяют существенно снизить необ-
ходимый объем аналита, но также обладают рядом
недостатков. Так, метод иммуноблотинга менее чув-
ствителен, чем классический ИФA, и характеризуется
более низкой воспроизводимостью, в связи с чем его
можно использовать преимущественно для каче-
ственного и полуколичественного анализа. Аналити-
ческие методы с использованием микросфер отлича-
ются высокой чувствительностью обнаружения цито-
кинов, но их применение связано с необходимостью
работы на сложном оборудовании [13–15].

Один из методов анализа биомаркеров воспа-
ления, который может быть использован наряду с
цитофлуориметрией и другими мультиплексными

методами, ‒ иммунофлуоресцентный анализ на
биочипах [16]. В представленной работе продемон-
стрирована возможность использования гидрогеле-
вых биочипов для одновременного определения
концентрации 8 биомаркеров воспаления человека:
двух острофазных белков и шести цитокинов ‒ в
среде для культивирования клеток RPMI-1640.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и буферы. В работе использованы
следующие реагенты: Tween-20, поливиниловый
спирт (PVA) 50 кДa, поливинилпирролидон (PVP)
360 кДa, конъюгат стрептавидина с Cyanine-5
(Streptavidin-Cy5) (“GE Healthcare”, США); био-
тин-N-гидроксисукцинимидный эфир, N,N-диме-
тилформамид (DMFA), сефадекс G-25 Coarse,
Bind-Silane (“Sigma-Aldrich”, США); культураль-
ная среда Roswell Park Memorial Institute medium
1640 (RPMI-1640; “Панэко”, Россия); эмбриональ-
ная сыворотка крупного рогатого скота (FBS; “Bio-
logical Industries”, Израиль); 10 мM карбонатно-
бикарбонатный буфер, pH 9.5 (CBB); фосфатно-
солевой буфер, pH 7.4 (PBS); PBS с 0.01% Tween 20
(PBST); буфер для разведения (PBSAP): PBS,
0.14% PVA, 0.14% PVP.

Производители препаратов белков (биомарке-
ров воспаления человека), которые входили в со-
став калибровочных проб, а также препаратов анти-
тел, выбранных для проведения мультиплексного
иммуноанализа на биочипе, представлены в табл. 1.

Таблица 1. Антитела и антигены, использованные для проведения иммуноанализа на биочипе

a CRP – С-реактивный белок; SAA – белок сывороточного амилоида А; IL – интерлейкин; IP10/CXCL10 – индуцируемый
интерфероном-γ белок-10/CXC-хемокин-10; TNFα – фактор некроза опухоли α. bВНЦМДЛ ‒ Всероссийский научный
центр молекулярной диагностики и лечения. c Реагенты входят в состав набора для ИФА.

Антигенa
Лот (производитель)

антигена антител захвата детектирующих антител

CRP 8С72
(“Биалекса”, Россия)

CRP78
(ВНЦМДЛb, Россия)

CRP135
(“Биалекса”)

SAA 8SA1
(“Биалекса”)

SAA1
(“Биалекса”)

SAA15
(“Биалекса”)

IL-6 PSG180-02
(“SCI-STORE”, Россия)

DY206c

(“R&D Systems”, США)
DY206c

(“R&D Systems”)
IL-8/CXCL8 DY208b

(“R&D Systems”)
DY208c

(“R&D Systems”)
DY208c

(“R&D Systems”)
IL-18/IL1F4 DY318c

(“R&D Systems”)
D044-3
(“R&D Systems”)

DY318c

(“R&D Systems”)
TNFα 300-01A

(“PeproTech”, Великобритания)
TNF A11
(ВНЦМДЛ)

TNF A11
(ВНЦМДЛ)

IL-17А 228-10878
(“RayBiotech”, США)

B3
(ВНЦМДЛ)

H11
(ВНЦМДЛ)

IP10/CXCL10 300-12
(“PeproTech”)

500-M60
(“PeproTech”)

500-P93BT
(“PeproTech”)
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ВОЛОШИН и др.

Получение конъюгатов антител с биотином.
Конъюгаты антител с биотином были получены
для препаратов антител, не содержащих биотино-
вой метки. Для этого к 50 мкл раствора антител в
CBB (1 мг/мл) добавляли 1 мкг биотин-N-гид-
роксисукцинимидного эфира в DMFA (10 мг/мл)
и инкубировали при 22°С в течение 1 ч при встря-
хивании на шейкере (550 об/мин). Удаление не-
прореагировавшего биотин-N-гидроксисукцини-
мидного эфира проводили методом гель-фильтра-
ции на спин-колонке, содержащей сефадекс G-25,
используя в качестве элюента PBS.

Изготовление биочипов. Подготовку стеклянных
подложек, изготовление смеси гелевых мономе-
ров, процессы полимеризации и блокировки био-
чипов проводили по методикам, описанным ранее
[17, 18]. На активированные с помощью Bind-Silane
стеклянные подложки переносили смесь гелеобра-
зующих мономеров и иммобилизуемых белков с
помощью печатающего робота QArray (“Genetix”,
Великобритания). Подложки облучали ультрафи-
олетом (длина волны 350 нм). В результате в на-
несенных на подложки полусферах происходила
реакция фотоиндуцируемой сополимеризации, в
ходе которой в ячейках образовывалась полимер-
ная структура с равномерно включенными в нее
белками. После завершения полимеризации био-
чипы отмывали от непрореагировавших компо-
нентов и обрабатывали блокирующим раствором
(1% PVA в PBS), затем промывали дистиллиро-
ванной водой и высушивали центрифугировани-
ем (1000 об/мин, 5 мин, 22°С).

Для иммобилизации на биочипах использовали
препараты антител без биотиновой метки, концен-
трация антител в полимеризационной смеси ва-
рьировала от 0.3 до 3 мг/мл. Диаметр гелевых ячеек
биочипа составлял 100 ± 20 мкм, расстояние между
ячейками ‒ 300 мкм. Каждый из образцов данной
партии (лота) антител иммобилизовали в 4 повто-
рах ‒ для повышения воспроизводимости ре-
зультатов анализа. Кроме того, в структуру био-
чипа были включены ячейки, не содержащие
иммобилизованных белков, ‒ для контроля фо-
новых сигналов ‒ и ячейки с иммобилизованным
флуоресцентно меченным белком для распознава-
ния ячеек биочипа при обработке флуоресцентного
изображения.

Построение калибровочных кривых. Для по-
строения калибровочной кривой использовали
пробы, полученные последовательными двукрат-
ными разведениями буфером PBSAP стандартно-
го образца, содержащего известные концентрации
каждого из аналитов. В качестве нулевого стандарт-
ного образца использовали буфер PBSAP.

Образцы для анализа на биочипах. На биочипах
анализировали растворы, полученные при добав-
лении известных концентраций исследуемых

биомаркеров в PBSAP, культуральную среду
RPMI-1640 или RPMI-1640, содержащую 10% FBS.

Иммуноанализ на биочипах. На ячейки биочипа
наносили 65 мкл образца и инкубировали в течение
20 ч при 37°С, после чего биочипы промывали PBST
(20 мин), ополаскивали дистиллированной водой и
высушивали центрифугированием (30 с, 2500 × g).
На ячейки наносили 65 мкл смеси детектирую-
щих антител в PBSAP и инкубировали в течение
1 ч при 37°С, после чего биочип промывали в
PBST (20 мин), ополаскивали водой, высушива-
ли и наносили 50 мкл раствора Streptavidin-Cy5
(5 мкг/мл). После инкубации (30 мин, 37°С) био-
чип промывали PBST (30 мин), ополаскивали
водой, высушивали и детектировали флуорес-
ценцию.

Анализ флуоресцентных изображений. Флуо-
ресцентные изображения биочипов получали с
помощью биочип-анализатора с лазерным воз-
буждением, разработанного в ИМБ РАН [19].
Анализ флуоресцентных сигналов проводили с
помощью программного обеспечения ImageAs-
say (ИМБ РАН). Так как каждый образец анти-
тел был иммобилизован на биочипе в четырех по-
вторах, результирующее значение флуоресцентно-
го сигнала рассчитывали как медиану значений
четырех соответствующих сигналов флуоресцен-
ции. Для сравнения расчетных и истинных значе-
ний концентраций анализируемых маркеров ис-
пользовали коэффициент корреляции Пирсона.

Оценка перекрестной реактивности антител. На
биочипы после инкубации с PBSAP, не содержа-
щим антигенов, наносили раствор каждого из об-
разцов биотинилированных антител и добавляли
Streptavidin-Cy5. При оценке результатов анализа
считали, что попарное взаимодействие между ан-
тителами отсутствует, если флуоресцентные сиг-
налы от ячеек с иммобилизованными антителами
не превышают флуоресцентные сигналы от ячеек
с гелем, не содержащим иммобилизованных бел-
ков, более чем в 2 раза.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработанный метод мультиплексного опре-

деления концентраций маркеров воспаления ос-
нован на технологии гидрогелевых биочипов [20].
Нами был выбран сэндвич-вариант иммуноана-
лиза с использованием биотиновой метки и флу-
оресцентной регистрацией сигналов.

При моделировании процессов воспаления в
системах in vitro проводят измерение концентра-
ций различных биомаркеров, количество и состав
которых определяется экспериментальной зада-
чей. При моделировании молекулярных механиз-
мов воспаления проводят анализ определенных
клеточных линий или клеток пациентов путем
выявления соответствующих биомаркеров. Кон-
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центрации провоспалительных цитокинов IL-6,
IL-8 и TNFα определяют в различных клеточных
линиях, в том числе в культуре клеток макрофа-
гов [21], в ответ на определенные воздействия
(провокационные испытания [22], лекарствен-
ные препараты [23]). В ряде работ проведена
оценка CXCL-10 [24, 25] ‒ хемокина, продуциру-
емого лейкоцитами, активированными нейтро-
филами и эозинофилами, в ответ на воздействие
интерферона-γ и SAA [26, 27]. Так как IL-17 [28] и
IL-18 [29] являются ключевыми факторами диф-
ференцировки и пролиферации, их используют
для индукции активации клеток в различных
культурах [21, 24, 30], поэтому они также были
включены в набор исследуемых антигенов. Кро-
ме цитокинов и SAA разработанный метод апро-
бирован и для детекции маркера воспаления
CRP. Ранее показано, что его повышенные кон-
центрации ингибируют пролиферацию клеток и
даже приводят к апоптозу [31]. Таким образом,
разработанный мультиплексный анализ на био-
чипах использован для анализа восьми белков –
биомаркеров воспаления человека: CRP, SAA,
IL-6, IL-8, IL-17, IL-18, IP10/CXCL10 и TNFα.

Выбор пар антител
Для каждого анализируемого антигена экспери-

ментально подбирали оптимальную пару антител
для проведения сэндвич-варианта иммуноанализа.

С этой целью был сконструирован биочип, на ко-
тором иммобилизовали все исследуемые антитела,
не конъюгированные с биотином; при этом все ис-
следуемые антитела были проанализированы как в
роли антител захвата в различных концентрациях,
так и в роли детектирующих антител (см. табл. 1S
Приложения на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2020/6/supp_Voloshin_rus.pdf).

На первом этапе проводили оценку возмож-
ных перекрестных взаимодействий между анти-
телами (см. раздел “Экспериментальная часть” и
рис. 1а). Оптимальными детектирующими анти-
телами считались те, при использовании которых
после инкубации нулевого стандартного образца
(буфера, не содержащего каких-либо белков), в
ячейках с иммобилизованными антителами захва-
та флуоресценция отсутствовала. В результате для
ряда антител была выявлена перекрестная реактив-
ность (рис. 1б), поэтому в качестве детектирующих
антител в дальнейшем их не использовали.

На следующем этапе проводили анализ образ-
цов индивидуальных антигенов в концентрации
10 нг/мл в буфере PBSAP с использованием каж-
дого лота детектирующих антител по отдельно-
сти. В этих экспериментах оценили специфич-
ность взаимодействия антител с соответствую-
щим антигеном (отсутствие взаимодействия с
антигеном антител, специфичных к другим ан-

Рис. 1. Примеры флуоресцентных изображений биочипов, полученные при анализе перекрестной реактивности пре-
паратов биотинилированных антител. На биочипах иммобилизованы антитела против CRP, SAA, IL-6, IL-8, IL-17,
IL-18, IP10/CXCL10 и TNFα в различных концентрациях. а ‒ Проявка антителами против IL-17 (клон B3) биочипа
после инкубации с буфером для разведения. Флуоресцентные сигналы не видны, значит перекрестной реактивности
нет. б ‒ Проявка антителами против IL-4 (клон 12-08) биочипа после инкубации с буфером для разведения. Есть ви-
димые флуоресцентные сигналы, соответствующие образованию комплекса антител 12-08 с иммобилизованными ан-
тителами, то есть присутствует перекрестная реактивность.

а б



1050

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 6  2020

ВОЛОШИН и др.

Рис. 2. Примеры кривых, полученных при последова-
тельном разведении стандартных образцов на биочипах,
содержащих различные иммобилизованные антитела
захвата к одному и тому же антигену, на примере трех ис-
следуемых биомаркеров воспаления: CRP, IL-8 и IL-17.
Горизонтальная ось представлена в логарифмическом
масштабе по основанию 2. В качестве детектирующих
антител использовали лот CRP135 для CRP, DY208 для
IL-8 и H11 для IL-17. На основании анализа полученных
концентрационных зависимостей в качестве антител за-
хвата выбрали лот CRP75 для CRP, DY208 для IL-8 и B3
для IL-17 (см. табл. 1S Приложения).
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тигенам). Так были выбраны детектирующие ан-
титела для каждого антигена.

Построение калибровочных кривых

Для измерения концентраций антигенов в
анализируемых образцах провели анализ разведе-
ний стандартных образцов, содержащих смеси
исследуемых белков в различных концентрациях.
Диапазоны определяемых на биочипах концен-
траций для каждого из антигенов приведены в
табл. 2.

Для каждого антигена был получен набор кри-
вых, построенных для всех иммобилизованных
антител захвата к данному антигену и для вы-
бранных на предыдущем этапе детектирующих
антител. Примеры таких кривых представлены на
рис. 2. После этого для каждого антигена из полу-
ченного набора выбирали калибровочную кри-
вую с максимальным линейным участком и наи-
большим углом наклона. На примере, приведен-
ном на рис. 2, в качестве антител захвата для
дальнейшей работы выбрали следующие лоты:
CRP75 для CRP, DY208 для IL-8 и B3 для IL-17.

Оптимальные калибровочные кривые для 8
биомаркеров воспаления: CRP, IP10, TNFα, SAA,
IL-6, IL-8, IL-17 b IL-18 ‒ приведены на рис. 3. В
результате были выбраны пары антител: детекти-
рующих и захвата ‒ для проведения сэндвич-ва-
рианта иммуноанализа.

Выбор пар антител для мультиплексного им-
муноанализа сопряжен с некоторыми трудностя-
ми при анализе схожих по структуре антигенов.
Кроме того, большинство коммерческих антител
выпускают для моноплексных анализов, поэтому
не всегда удается подобрать пару антител, облада-
ющих специфичностью, удовлетворяющей тре-
бованиям мультиплексных систем [32]. Одна из
наиболее эффективных технологий, с помощью
которой можно выявить среди набора антител
кросс-реактивные, ‒ биочипы [33]. Такой анализ
для выбора пар антител уже был реализован Руби-

Таблица 2. Диапазон определяемых на биочипе кон-
центраций антигенов

Антиген Диапазон концентраций, нг/мл

CRP 0.05‒3.50
TNFα 10‒160
IL-6 0.3‒10.0
IL-8 0.03‒2.00
IL-17 0.6‒10.0
IL-18 0.2‒2.0
IP10 0.3‒10.0
SAA 150‒10000
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Рис. 3. Калибровочные кривые для белков воспаления, полученные при анализе стандартных образцов, содержащих точные
концентрации CRP, PCT, SAA, IP10/CXCL10 (IP10), TNFα, IL-6, IL-8, IL-17 или IL-18. Для разведений как антигенов, так и
антител использован буфер PBSAP. Горизонтальная ось представлена в логарифмическом масштабе по основанию 2. Флуо-
ресцентные значения, соответствующие концентрациям нижней границы динамического диапазона, значимо (не менее, чем
на 3 стандартных отклонения) отличаются от флуоресцентных значений, получаемых для нулевого стандартного образца.
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ной с соавт. [17] на гидрогелевых биочипах при
изучении бактериальных энтеротоксинов.

Определение биомаркеров воспаления
в культуральной среде

Для культивирования клеточных линий во
многих исследованиях используют классическую
среду RPMI-1640 [34, 35]. Эта среда состоит из
простых компонентов, поэтому ее удобно ис-
пользовать для выращивания клеток и анализа их
продукции без опасения интерференции со сто-
роны биологически активных соединений [36]. В
большинстве случаев концентрации воспали-
тельных белков оценивают методом ИФА, при
этом во многих исследованях репертуар опреде-
ляемых белков небольшой [9, 36].

При анализе биомаркеров в биологических жид-
костях: сыворотке [37], слюне [38], вагинальном

смыве [39], моче [40] ‒ следует учитывать возмож-
ные артефакты, связанные с присутствием в этих
образцах белков, способных интерферировать с
изучаемыми объектами, ‒ так называемого “мат-
ричного эффекта”. Так, известно, что в зависи-
мости от среды или буфера, в которых проводят
анализ белков, в том числе цитокинов, отноше-
ние значимого сигнала к фоновому может сильно
отличаться [41].

Апробация разработанного нами мультиплекс-
ного анализа проведена в среде для выращивания
клеточных культур ‒ RPMI-1640. Точность анализа
оценивали путем сравнения концентраций воспа-
лительных белков в буфере PBSAP и в культураль-
ной среде во всем диапазоне концентраций. Для
выявления возможного матричного эффекта про-
ведено сравнение результатов анализа образцов,
содержащих разные концентрации биомаркеров,
в среде RPMI-1640 с добавлением и без добавле-

Рис. 4. Графики распределения рассчитанных и измеренных концентраций препарата на примере белков CRP, TNFα,
IL-8 и IL-17 в культуральной среде RPMI-1640. На графиках приведены коэффициенты корреляции Пирсона.
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ния FBS. По результатам проведенного анализа
получена высокая корреляция значений добав-
ленной (“истинной”) и измеренной концентра-
ций проанализированных белков (коэффициент
корреляции Пирсона 0.96‒0.99 в зависимости от
антигена) (рис. 4). Также выявлено отсутствие
статистически значимых различий в интенсивно-
сти флуоресценции при анализе белков в среде
RPMI-1640 с добавлением и без добавления FBS
(рис. 5). На основании полученных данных мож-
но сделать вывод, что, несмотря на возможное
влияние среды и сыворотки животного проис-
хождения, разработанный мультиплексный ме-
тод позволяет определять концентрацию иссле-
дованных цитокинов и острофазных белков как в

солевом буфере (PBSAP), так и в среде для куль-
тивирования клеток RPMI-1640.

Таким образом, в работе показана принципи-
альная возможность использования гидрогеле-
вых биочипов в качестве аналитического инстру-
мента для мультиплексного анализа различных
биомаркеров воспаления. Панель биомаркеров
может быть заменена и/или расширена в зависи-
мости от поставленной задачи.

Технологии биочипов сейчас широко приме-
няют как в научных исследованиях, так и в кли-
нических лабораториях, а для получения изобра-
жений биочипов используют различные анализа-
торы. К достоинствам разработанного нами

Рис. 5. Сравнительный анализ интенсивности флуоресценции при количественном определении белков CRP, TNFα,
IL-8 и IL-17 в среде RPMI-1640 без FBS (FBS‒) и с 10% FBS (FBS+).
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метода относится возможность регистрации флуо-
ресцентных сигналов как на биочип-анализаторе,
разработанном в ИМБ РАН, так и на биочип-ска-
нерах других производителей (например, GenePix
4200A фирмы “Molecular Devices” (США) с при-
лагаемым программным обеспечением). Это обу-
словлено тем, что при проведении анализа пред-
полагается построение калибровочной кривой на
основе результатов анализа на биочипах стан-
дартных образцов с известным содержанием ан-
тигенов.

Описанный мультиплексный метод может стать
удобным инструментом для решения исследова-
тельских задач в экспериментах in vitro, моделирую-
щих патологические процессы, происходящие в
живом организме: аутоиммунные, аллергические,
злокачественные и другие.

Работа выполнена при поддержке гранта Россий-
ского научного фонда (соглашение № 19-15-00283).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований, выполненных с использованием био-
логических материалов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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MICROARRAY FOR QUANTITATIVE DETERMINATION OF INFLAMMATORY 
BIOMARKERS IN A CULTURE MEDIUM

S. A. Voloshin1, G. U. Feyzkhanova1, E. N. Savvateeva1, O. V. Smoldovskaya1, and A. Yu. Rubina1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: allarubina@hotmail.com

Cytokines and acute phase proteins play an important role in the development of the immune response
during inflammatory reactions. Depending on the type of disease, the development of inflammation is ac-
companied by changes in concentrations (both decrease and increase) of not one, but many biomarkers of
inflammation. Here, a quantitative method for multiplex immunoassay of eight biomarkers of human inflam-
mation, namely acute phase proteins (C-reactive protein, serum amyloid protein A) and cytokines (IL-6, IL-8,
IL-17, IL-18, IP10/CXCL10, TNFα) on microarrays was developed and the possibility of its use for the de-
tection of inflammatory biomarkers in a culture medium has been demonstrated. The developed method can
be used to evaluate changes of inflammatory biomarkers profile induced by different agents or to determine
the concentration of biomarkers after activation of cells while studying different diseases with the help of
in vitro models.

Keywords: immunoassay, inflammatory proteins, culture medium, microarray
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