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Резюме
Введение. В настоящее время биосимиляры обрели довольно широкое применение в терапии ряда хронических и опасных для жизни 
заболеваний. Благодаря им происходит значительное снижение экономического давления биологических препаратов на систему 
здравоохранения и обеспечивается широкая доступность пациентов к эффективным и безопасным лекарственным средствам. Одним 
из важнейших этапов доказательства биосимилярности является проведение физико-химической и функциональной характеризации 
белков. Данный комплекс исследований является общепринятым, максимально чувствительным и позволяет дать заключение о 
соответствии биосимиляра оригинальному препарату. 
Цель. Проведение физико-химической и функциональной характеризации препарата Ринсулин® Р (GP40051) в сравнении с оригинальным 
препаратом Хумулин® Регуляр.
Материалы и методы. Первичная структура была исследована методами высокоэффективной жидкостной хроматографии с  
масс-спектрометрическим детектированием и матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации. Идентичность более высоких 
белковых структур была доказана методами кругового дихроизма, капиллярного изофокусирования, спектрометрии и динамического 
рассеяния света. Сопоставимость профилей примесей препаратов оценивали при помощи методов эксклюзионной хроматографии и 
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Функциональная характеризация включала в себя метаболический 
клеточный тест «захват глюкозы» и анализы связывания с рецептором инсулина (кинетика связывания с рецепторами типа А и В, 
фосфорилирование инсулинового рецептора).
Результаты и обсуждение. В ходе данной работы была показана идентичность физико-химических и функциональных характеристик 
GP40051. Между препаратом сравнения GP40051 и референтным препаратом Хумулин® Регуляр было продемонстрировано полное 
совпадение первичной последовательности, структур высокого порядка и профилей примесей. Функциональные исследования показали, 
что GP40051 и Хумулин® Регуляр обладают одинаковой активностью. 
Заключение. По результатам исследования подтверждена аналитическая биосимилярность препарата Ринсулин® Р (GP40051) 
оригинальному препарату Хумулин® Регуляр, что обеспечило научную основу для проведения специально разработанной клинической 
программы, и явилось основанием для регистрации в РФ.
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Abstract
Introduction. Currently, biosimilars have found quite widespread use in the treatment of a number of chronic and life-threatening diseases. 
Thanks to them, there is a significant decrease of the economic pressure of biological drugs on the health care system and wide access of 
patients to effective and safe medicines is ensured. One of the most important stages of proving biosimilarity is the physicochemical and 
functional characterization of proteins. This set of studies is generally accepted, as sensitive as possible and allows us to give a conclusion about 
the compliance of the biosimilar with the original drug.
Aim. Conducting physicochemical and functional characterization of medicinal product Rinsulin® R (GP40051) in comparison with the original 
drug Humulin® Regular. 
Materials and methods. Primary structure was analyzed by high-performance liquid chromatography with mass spectrometry detection and 
matrix assisted laser desorption/ionization. The identity of the higher protein structures was proved by the methods of circular dichroism, 
capillary isoelectric focusing, spectrometry and dynamic light scattering. The comparability of the impurity profiles of the preparations 
was evaluated using the methods of exclusive chromatography and reverse-phase high-performance liquid chromatography. Functional 
characterization included a metabolic cell test "glucose uptake" and insulin receptor–binding assay (kinetics of binding to type A and B 
receptors, phosphorylation of insulin receptor).
Results and discussion. In the course of this research, the identity of the physicochemical and functional characteristics of GP40051 was 
shown. A complete overlap of primary sequence, high-order structures and impurity profiles was demonstrated between the comparison drug 
GP40051 and the reference drug Humulin® Regular. Functional studies have shown that GP40051 and Humulin® Regulars have the same activity.
Conclusion. The results of the quality comparability study demonstrated similarity of Rinsulin® R to the reference medicinal product  
Humulin® Regular, providing the scientific basis for conducting a specifically designed clinical programme, and supported registration in 
Russian Federation.
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря достижениям в области биотехнологий 

стало возможным разрабатывать специализирован-
ные препараты, используемые в различных областях 
медицины, таких как эндокринология, ревматология, 
дерматология, гастроэнтерология и онкология [1]. 
Их появление значительно изменило прогноз многих  
тяжелых заболеваний. Создание биофармацевтиче-
ских препаратов сопряжено с высокими затратами 
на разработку, производство, оборудование, клини-
ческие и неклинические испытания. Вследствие чего 
они становятся менее доступны широкому потребите-
лю. Эту проблему решает разработка биосимиляров. 
Биоаналоги имеют более короткий срок утверждения, 
а стоимость разработки может составлять 10–20 % от 
стоимости инновационного препарата [2]. Благода-

ря этому препараты выпускаются по сниженным це-
нам по сравнению с эталонными, что обычно приво-
дит к снижению стоимости биологического лечения в 
целом без снижения качества медицинской помощи, 
тем самым оказывая чистый положительный эффект 
на устойчивость здравоохранения [3].

По определению биосимиляр – это биологиче-
ский лекарственный препарат, который содержит 
версию действующего вещества, зарегистрирован-
ного биологического оригинального препарата, и 
для которого продемонстрировано сходство (подо-
бие) на основе сравнительных исследований с ори-
гинальным средством по показателям качества, 
функциональной активности, эффективности и без-
опасности  [4]. Создание подобных препаратов явля-
ется жестко регулируемым процессом, регламенти-
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руемым большим количеством как российских, так 
и зарубежных руководств, таких как Решение ЕЭК1,  
руководства FDA2, EMA3, 4, 5, ICH6. 

В отличие от генериков лекарственных препа-
ратов, где воспроизведение лекарственной структу-
ры является относительно простой задачей, доказа- 
тельство структуры биологических препаратов зна-
чительно затруднено. В первую очередь это обуслов-
лено размерами биоаналогов, которые превосходят 
генерики в сотни, а нередко и в тысячи раз. С увели-
чением молекулы приходит усложнение строения и 
появление вариантов пространственной укладки, что 
также требует полного подтверждения сопостави-
мости  [5]. Это накладывает отпечаток на взаимосвязь 
структуры и функции. Усложнение строения влечет  
за собой снижение стабильности и сильную подвер-
женность внешним влияниям [6].

Как правило, терапевтические белки произво-
дятся в живых системах, например Escherichia coli и 
Saccharomyces cerevisiae. Благодаря чему крупные,  
более 80 кДА молекулы, всегда обладают большой  
вариабельностью и точное повторение их структуры 
не всегда возможно [7–9]. Это объясняется явлением 
микрогетерогенности, возникающим вследствие мо- 

1 Решение № 89 от 3 ноября 2016 года «Об утверждении 
правил проведения исследований биологических лекарст- 
венных средств Евразийского экономического союза», гла-
ва 15.7 «Доклиническая и клиническая разработка биоана-
логичных (биоподобных) лекарственных препаратов, со-
держащих рекомбинантный инсулин и аналоги инсулина». 
Доступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/ru-ru/01411954/
cncd_21112016_89. Ссылка активна на 23.06.2022.

2 Guidance for Industry: Development of Therapeutic Pro-
tein Biosimilars: Comparative Analytical Assessment and Other 
Quality-Related Considerations. Available at: https://www.fda.
gov/media/125484/download. Accessed: 23.06.2022.

3 Guideline on non-clinical and clinical development of 
similar biological medicinal products containing recombinant 
human insulin and insulin analogues. Available at: https://www.
ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-
non-clinical-clinical-development-similar-biological-medicinal-
products-containing_en-0.pdf. Accessed: 23.06.2022.

4 Guideline on similar biological medicinal products 
containing biotechnology-derived proteins as active sub-
stance: non-clinical and clinical issues. Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/
guideline-similar-biological-medicinal-products-containing-
biotechnology-derived-proteins-active_en-2.pdf. Accessed: 
23.06.2022.

5 Reflection paper on statistical methodology for the com-
parative assessment of quality attributes in drug develop-
ment. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
scientific-guideline/reflection-paper-statistical-methodology-
comparative-assessment-quality-attributes-drug-development_
en.pdf. Accessed: 23.06.2022.

6 ICH Topic Q 5 E Comparability of Biotechnological/Bio- 
logical Products. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-q-5-e-comparability-
biotechnological/biological-products-step-5_en.pdf. Accessed: 
23.06.2022.

дификации клеткой-продуцентом (гликозилирова-
ние, протеолиз и т.  д.), особенностей условий процес- 
са (окисление, дезаминирование), реакций со вспо-
могательными веществами, частичной денатурации  
и агрегации [2, 10, 11]. Дальнейшая гетерогенность 
может возникнуть, если белок намеренно модифи-
цирован, например путем многоузлового пегилиро-
вания   [12]. Исходя из этого, даже высокоочищенные 
белки никогда не состоят из одного молекулярно-
го образования, а представляют собой смеси многих 
близкородственных молекулярных соединений  [6]. 
При этом вариабельность наблюдается даже в ори-
гинальном препарате от серии к серии [11]. Таким  
образом, принцип молекулярной идентичности, кото-
рый используется при разработке генериков, не при-
меним к биологическим лекарственным средствам.

Мономер инсулина состоит из 51 аминокислот-
ного остатка, то есть его молекулярная масса состав- 
ляет около 5,8 кДа [13]. Такие сравнительно неболь-
шие размеры белка позволяют стабилизировать его 
производственный процесс и получать максимально 
идентичные молекулы.

Учитывая данные особенности биологических 
препаратов, становится необходимым утверждение 
их сходства с эталонным лекарственным средством 
как с точки зрения физико-химических, так и функцио-
нальных свойств. Аналитическое сходство структур-
ных и функциональных показателей имеет решающее 
значение и для того, чтобы мы могли предполагать  
отсутствие значимых различий в клинических резуль- 
татах [14, 15]. 

Таким образом, при планировании и проведении 
любого исследования сопоставимости необходимо  
соблюдение ряда принципов, без которых невозмож- 
но объективно оценить сходство или различие испы- 
туемых препаратов [15–17]: 
1. Характеризация должна быть всесторонней и 

включать как физико-химические, так и функцио-
нальные показатели.

2. Использование специфичных и чувствительных 
методик.

3. Достаточность методов исследования.
4. Анализ препаратов проводится параллельно в  

одном эксперименте.
5. Необходимо оценить вариативность продукта. 
6. Использование ортогональных методов.

Полная панель аналитических методов насчи-
тывала более 20 показателей качества. В настоящей  
статье представлены наиболее показательные и ин-
формативные результаты.

Цель

Проведение физико-химической и функциональ- 
ной характеризации препарата Ринсулин® Р в срав-
нении с оригинальным препаратом Хумулин® Ре- 
гуляр.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты

Объектом исследования аналитической сопоста-
вимости в качестве тестируемого препарата высту-
пил Ринсулин® Р (GP40051), раствор для инъекций,  
100  МЕ/мл. Это препарат, содержащий в качестве  
активной фармацевтической субстанции генно-инже-
нерный инсулин человека, разработанный ООО  «ГЕ- 
РОФАРМ» (Россия). Разработка GP40051 была прове-
дена в R&D центре ООО «ГЕРОФАРМ» (ЗАО  «Фарм- 
Холдинг»). Полный цикл производства осуществля-
ется на принадлежащем ООО «ГЕРОФАРМ» заводу в  
России.

В качестве референтного был использован Хуму-
лин® Регуляр, раствор для инъекций, 100 МЕ/мл, про-
изводства Lilly France (Франция). Препарат был при-
обретен у местных дистрибьюторов и хранился в 
соответствии с инструкциями производителя. 

Оценка аналитической сопоставимости включа-
ла анализ в общей сложности 9 серий Ринсулин®  Р 
(GP40051) и 6 серий Хумулин® Регуляр. 

Структура белка

Первичная структура. Определение массы на-
тивного белка и его субъединиц проводили с ис-
пользованием MALDI-времяпролетного масс-спект- 
рометра UltrafleXtreme (Bruker, США). Для получения 
спектров цепей инсулина молекулярные массы бы-
ли проанализированы путем получения спектров 
образцов после восстановления дисульфидных свя-
зей дитиотреитолом. Протеолиз белка осуществлялся  
при помощи ферментативного гидролиза эндопро-
теиназой Glu-C из Staphylococcus aureus V8. Точность 
измеренных моноизотопных масс после докалиб- 
ровки составляла 0,003 % (30ррм).

Первичная структура инсулина в GP40051 и Ху-
мулин® Регуляр была подтверждена сравнительным 
пептидным картированием. Этот подход обеспечил 
полный охват аминокислотной последовательности. 
Картирование проводилось в восстанавливающих и 
невосстанавливающих условиях на масс-спектромет- 
ре Varian 500-MS IT (ионная ловушка) и хроматогра-
фе Waters ACQUITY UPLC с использованием колонки 
Waters ACQUITY BEH300 C18, 2.1 × 50 мм. Регистри- 
руемые длины волн – 205 и 280 нм. Для предотвра-
щения дисульфидного обмена ферментативный гид- 
ролиз инсулина протеазой V8 проводился в кислой 
среде. 

Масс-спектры были обработаны с помощью про-
граммного пакета FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics  
GmbH, Германия). При помощи программы Bio- 
tools 3.2 (Bruker Daltonics GmbH, Германия) (опция 
«пептидный фингерпринт») провели идентифика-
цию в локальной базе.

Высшие структуры. Вторичная структура GP40051 
была охарактеризована с помощью спектроскопии 
кругового дихроизма (178–260 нм). Эксперименты  

проводились на спектрометре Chirascan CD Spectro- 
meter (Applied Photophysics Ltd., Англия). Измерение 
исследуемых образцов проводилось в 3 повторениях.  
Перед проведением анализа препараты инсулина  
были обессолены. Обработка полученных данных осу-
ществлялась в программах Origin 8.1 и MS Excel 2016, 
усреднены и сглажены по методу Савитского – Голея.

Для анализа третичной структуры использова-
лась оценка флуоресценции спектрофотометри-
ческим методом. Измерения проводили на спек-
трофлуориметре FluoroMax Plus (HORIBA Scientific, 
Франция – Япония) и спектрофотометре Carry 300 Bio 
(Varian Australia Pty Ltd., Австралия) в пределах 250–
300  нм. Так как в исследуемом веществе присутст- 
вуют аминокислотные остатки тирозина, в качестве 
стандартного раствора сравнения был выбран раст- 
вор тирозина, спектры поглощения и флуоресцен-
ции которого практически совпадают с спектрами 
исследуемого вещества. В качестве ортогонального 
метода, характеризующего третичную структуру бел-
ка, был использован метод капиллярного изофокуси- 
рования. 

Полидисперсность и гидродинамические пара-
метры образцов были изучены методом динамиче-
ского рассеяния света (DLS) посредством лазерного 
анализатора размера частиц Zetasizer Nano (Malvern 
Panalytical, Великобритания). 

Определение родственных примесей

Характеристика примесей с молекулярной мас-
сой, превышающей молекулярную массу инсули-
на (высокомолекулярные белки), проводилась мето-
дом эксклюзионной жидкостной хроматографии. Для 
эксперимента была выбрана колонка Insulin HMWP 
(Waters Corporation, США) (300 × 7,8 мм, размер ча-
стиц 10 мкм, диаметр пор 125 Å). Детектирование осу- 
ществлялось на жидкостном хроматографе LC-30 
Nexera (Shimadzu, Япония) при температуре колонки 
25 °C со скоростью потока 0,5 мл/мин в течение 35 мин. 
Спектры снимались при длине волны 276 нм.

Для идентификации А21-дезамидоинсулина и 
других родственных примесей был выбран метод об-
ращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ОФ-ВЭЖХ). Разделение проводили в 
колонке Luna C18(2) (Phenomenex, США) (250 × 4,6  мм, 
C18, размер частиц 5 мкм, диаметр пор 100  Å) при  
температуре 40  °C со скоростью потока 1,0 мл/мин в 
течение 50 мин.

Функциональная характеризация in vitro

Исследование кинетики лиганд-рецепторного вза-
имодействия с рецепторами IR-A и IR-B проводи-
ли с использованием метода безмаркерной интер-
ферометрии на планшетном интерферометре Octet 
RED96. Анализ основан на оценке равновесной кон-
станты  KD в сравнительном аспекте между исследуе- 
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мыми препаратами. Для оценки связывания готови-
ли растворы инсулинового рецептора типа А и ти-
па  В в одинаковой концентрации. Перед выполне- 
нием анализа сенсоры гидратировали в фосфатно-со-
левом буфере.

Фосфорилирование инсулинового рецептора про-
водили на клеточной линии миоцитов L6J1, диффе-
ренцированных в миотубулы, методом Вестерн-блот-
тинга (Western blot). Поскольку данный метод являет- 
ся полуколичественным, статистическую обработку 
данных не проводили. В качестве критерия приемле-
мости использовали наличие специфического дозо-
зависимого отклика.

Метаболический тест «захват глюкозы» был 
проведен на клеточной линии миоцитов L6J1, диф-
ференцированных в миотубулы, как было описано 
ранее  [18]. Стимуляция захвата глюкозы проводи-
лась посредством внесения в лунки испытуемых об-
разцов инсулина человека. Измерение концентрации 
глюкозы проводили при помощи набора ГЛЮКОЗА 
GOD-PAP (ООО НПФ «АБРИС+», Россия). Количество  
поглощенной глюкозы в % оценивали как разность 
между концентрациями глюкозы в культуральной 
среде клеток, обработанных препаратами инсулина, 
и контрольных клеток. 

Статистическая обработка данных

Итоговый анализ данных проводили с использо-
ванием метода ±3SD. При нормальном гауссовском 
распределении он включает в себя >99 % всей гене-
ральной совокупности и, таким образом, полученные 
значения могут быть экстраполированы на все се- 
рии препарата. Интервальные границы ±3SD от сред- 
него значения референтных препаратов были ис-
пользованы для оценки сопоставимости исследуе- 
мого препарата. В тех случаях, где оценка диапазо-
на, основанная на среднем ±3SD, не была приемле-
ма, как, например, в случае подтверждения молеку-
лярной массы, был применен заранее определенный 
диапазон.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Детальная структурная характеризация GP40051  

и Хумулин® Регуляр была выполнена с использова-
нием современных аналитических методов, которые 
предоставили информацию о первичных, вторичных  
и высших структурах, а также о родственных приме-
сях. В таблице  1 представлены краткие результаты  
физико-химического исследования.

Первичная структура  
и молекулярная масса

Одним из общих требований, предъявляемым к  
биоаналогичным препаратам, является соответствие  
первичной структуры эталонному лекарственному  
средству [14]. Методом матрично-активированной  

лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ) были под-
тверждены массы интактного белка и цепей А и В  
GP40051 и эталонного инсулина с точностью до 
±0,03 % (см. таблицу 1). Средние молекулярные мас- 
сы, полученные в результате этих экспериментов, бы- 
ли идентичны теоретически рассчитанным для всех 
исследуемых продуктов. 

Аминокислотная последовательность была опре-
делена при помощи пептидного картирования пу-
тем протеолитического расщепления полипептидов  
с последующим сравнением. В 100 % измерений бы-
ла показана полная сопоставимость образуемых  
фрагментов. В таблице 1 представлены массы фраг-
ментов, детектируемых после протеолиза белка в не-
восстанавливающих и восстанавливающих условиях.  
Во всех сериях препаратов произошло образование  
9 прогнозируемых пептидов. В спектрах присутст- 
вовали сигналы масс 1376,5 Да, 2967,4 Да, 3365,4  Да, 
4707,0   Да и 5806,5 Да, соответствующие заявлен-
ным дисульфидным связям. Также выявлены сигналы 
масс 866,5  Да, 1481,7  Да и 1886,8 Да, соответствующие  
фрагментам, содержащим цистеин. Их присутствие 
может быть обусловлено разрушением дисульфид- 
ной связи между цепями белка под воздействием  
ионизации. Все значения масс пептидов для GP40051 
были аналогичны значениям для Хумулина® Регуляр.

Наложение профилей хроматографических пиков 
после проведения гидролиза инсулина протеазой V8 
демонстрировало высокое сходство между препара-
тами (рисунок 1). 

Основываясь на результатах пептидного карти-
рования и аминокислотной последовательности ин-
сулина в GP40051 и Хумулин® Регуляр можно судить  
о идентичности их первичной структуры.

Анализ высоких структур белка

От правильности дальнейшей упаковки пептид-
ной цепи в пространственные структуры зависит то, 
какими функциональными и иммунологическими  
свойствами будет обладать данный белок. Оценка  
вторичных структурных элементов производилась пу-
тем снятия спектров кругового дихроизма (рисунок  2) 
с дальнейшим вычислением процентного содержа- 
ния компонентов (см. таблицу 1). 

После расчета интервальных границ ±3SD в  
обеих группах исследованных образцов GP40051 и  
Хумулин® Регуляр была продемонстрирована сходная 
склонность к образованию как спиралей, так и слоев. 

Информация о структурах более высокого поряд-
ка была получена с использованием нескольких орто- 
гональных методов, включая метод флуоресценции, 
капиллярное изоэлектрофокусирование и DLS.

Для характеризации третичной структуры и уточ-
нения пространственного расположения отдельных 
аминокислотных остатков были сняты спектры флуо-
ресценции стандартного раствора тирозина и иссле-
дуемых образцов (рисунок 3). 
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Таблица 1. Физико-химическая характеризация

Table 1. Physico-chemical characterization

Атрибут
Attribute

Аналитический метод
Analytical method

GP40051
Хумулин® Регуляр
Humulin® Regular

Первичная структура
Primary structure

Масса нативного белка
Intact protein mass

МАЛДИ
MALDI

5804,6 Да ± 0,003 %
5804.6 Da ± 0.003 %

5804,6 Да ± 0,003 %
5804.6 Da ± 0.003 %

Масса A цепи
A-chain mass

МАЛДИ
MALDI

2383,0 Да ± 0,003 %
2383,0 Da ± 0.003 %

2383,0 Да ± 0,003 %
2383.0 Da ± 0.003 %

Масса В цепи
B-chain mass

МАЛДИ
MALDI

3428,7 Да ± 0,003 %
3428.7 Da ± 0.003 %

3428,7 Да ± 0,003 %
3428.7 Da ± 0.003 %

Первичная структура
Primary structure

Пептидное картирование
Peptide mapping

416,2 Да ± 0,003%
416.2 Da ± 0.003%

416,2 Да ± 0,003 %
416.2 Da ± 0.003 %

1115,6 Да ± 0,003 %
1115.6 Da ± 0.003 %

1115,6 Да ± 0,003 %
1115.6 Da ± 0.003 %

2967,4 Да ± 0,003 %
2967.4 Da ± 0.003 %

2967,4 Да ± 0,003 %
2967.4 Da ± 0.003 %

1376,5 Да ± 0,003 %
1376.5 Da ± 0.003 %

1376,5 Да ± 0,003 %
1376.5 Da ± 0.003 %

3365,4 Да ± 0,003 %
3365.4 Da ± 0.003 %

3365,4 Да ± 0,003 %
3365.4 Da ± 0.003 %

1489,7 Да ± 0,003 %
1489.7 Da ± 0.003 %

1489,7 Да ± 0,003 %
1489.7 Da ± 0.003 %

512,1 Да ± 0,003 %
512.1 Da ± 0.003 %

512,1 Да ± 0,003 %
512.1 Da ± 0.003 %

1481,7 Да ± 0,003 %
1481.7 Da ± 0.003 %

1481,7 Да ± 0,003 %
1481.7 Da ± 0.003 %

866,5 Да ± 0,003 %
866.5 Da ± 0.003 %

866,5 Да ± 0,003 %
866.5 Da ± 0.003 %

5806,5 Да ± 0,003 %
5806.5 Da ± 0.003 %

5806,5 Да ± 0,003 %
5806.5 Da ± 0.003 %

Аминокислотная 
последовательность
Amino acid sequence

Пептидное картирование
Peptide mapping

Подтверждена
Confirmed

Подтверждена
Confirmed

Структуры высокого порядка
Higher order structure

Вторичная структура
The secondary structure

Круговой дихроизм
Circular dichroism spectroscopy

α-спираль 39–42 %
α-helix 39–42 %

α-спираль 40–42 %
α-helix 40–42 %

β-слой 18–19 %
β-sheet 18–19 %

β-слой 11–16 %
β-sheet 11–16 %

Изоэлектрическая точка
Isoelectric point

Капиллярное 
изоэлектрофокусирование
Capillary isoelectrofocusing

6,2 6,2

Квантовый выход 
флуоресценции
Fluorescence quantum yield

Спектрофотометрия
Spectrophotometry

0,11–0,14 0,11–0,13

Пик распределения частиц
Peak of particle distribution

Динамическое рассеяние света
Dynamic light scattering

3,80–4,30 нм
3.80–4.30 nm

3,90–4,50 нм
3.90–4.50 nm

Родственные примеси
Product-related impurities

Содержание ВМБ
The content of HMP

Эксклюзионная хроматография
Exclusive chromatography

0,16–0,20 % 0,09–0,21 %

А21-дезамидоинсулин
A21-deamidoinsulin

Обращенно-фазная ВЭЖХ
Reversed-phase chromatography

0,16–0,18 % 0,21–0,24 %

Примечание. Представлены минимальные и максимальные показатели для каждого из исследуемых препаратов.

Note. The minimum and maximum values for each of the studied drugs are presented.
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Исходя из расчетов, обобщенные квантовые 
выходы препаратов (см. таблица 1) сопоставимы с 
квантовым выходом чистого тирозина и между со-
бой (диапазон допустимых значений 0,09–0,15 Flu). 
Таким образом, можно предположить, что остатки 
тирозина действительно расположены на поверх-
ностных областях молекулы, а анализируемые белки 
имеют сопоставимую третичную структуру. Это факт 
так же подтверждается данными капиллярного изо-
электрофокусирования, продемонстрировавшими 
идентичные значения изоэлектрической точки для 
GP40051 и Хумулин® Регуляр, равные 6,2 pI (см. таб- 
лицу 1). 

С помощью графиков зависимости интенсивно-
сти рассеяния от гидродинамического диаметра ча-
стиц методом DLS были определены гидродинами-
ческие диаметры препаратов и пики распределения 
частиц (рисунок 4, см. таблицу 1). 

При вычислении статистических параметров бы-
ло получено полное перекрытие значений GP40051 

Рисунок 1. Хроматограммы продуктов гидролиза инсулина в невосстанавливающих условиях

Figure 1. Chromatograms of insulin hydrolysis products under non-reducing conditions

Рисунок 2. Сравнение поглощения света в препаратах GP40051 
и Хумулин® Регуляр

Figure 2. Comparison of light absorption in GP40051 and Humu-
lin® Regular
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диапазоном допустимых значений (3,32–5,15 нм), 
что может служить косвенным подтверждением со-
поставимости четвертичных структур исследуемых 
белков.

Определение родственных примесей

Содержание родственных примесей это один из 
важнейших параметров качества и стабильности ле-
карственных препаратов. Повышенное содержание 
примесей потенциально может повлиять как на эф-

фективность, так и на безопасность препарата. На ри-
сунке 5 представлены данные ВЭЖХ.

По результатам анализа препараты полностью  
сопоставимы по содержанию ВМБ. Однако были  
выявлены отличия в процентном содержании А21- 
дезамидоинсулина. Учитывая, что значения иссле- 
дуемого препарата оказались ниже допустимо-
го диапазона значений (0,16 %, допустимый диа-
пазон 0,17–0,27 %), это свидетельствует о чуть бо-
лее чистом составе GP40051 и не снижает качества 
препарата.

Рисунок 3. Спектры флуоресценции: 

А – тирозин; Б – GP40051 и Хумулин® Регуляр

Figure 3. Fluorescence spectra: 

А – tyrosine; В – GP40051 and Humulin® Regular

Рисунок 4. Результаты определения гидродинамических параметров: 

А – гистограмма зависимости числа частиц от гидродинамического диаметра; Б – точечное распределение значений пика рас-
пределения частиц

Figure 4. Results of determination of hydrodynamic parameters: 

A – histogram of the dependence of the number of particles on the hydrodynamic diameter; B – point distribution of the values of the 
particle distribution time
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Функциональная характеризация

Согласно правилам организации исследований 
биологических лекарственных средств Евразийско-
го экономического союза1, функциональная характе-
ризация препаратов проводилась на двух уровнях:  

1 Решение № 89 от 3 ноября 2016 года «Об утверждении 
правил проведения исследований биологических лекарст- 
венных средств Евразийского экономического союза», гла-
ва  15.7 «Доклиническая и клиническая разработка биоана-
логичных (биоподобных) лекарственных препаратов, со-
держащих рекомбинантный инсулин и аналоги инсулина». 
Доступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/ru-ru/01411954/
cncd_21112016_89. Ссылка активна на 23.06.2022.

аутофосфорилирование рецептора и метаболическая 
активность. Обе группы препаратов продемонстри-
ровали идентичную способность к связыванию и ак-
тивность в клеточных тестах in vitro.

Результаты исследования кинетики связывания  
с рецепторами инсулина IR-A и IR-B представлены 
на рисунке 6. Была оценена равновесная константа 
KD между ассоциацией и диссоциацией комплексов 
«препарат-рецептор». 

Значения для GP40051 полностью вошли в диа-
пазоны допустимых значений, рассчитанные по по-
казателям оригинального препарата, что свидетель-
ствует о сопоставимости серий GP40051 и Хумулин® 
Регуляр.

Рисунок 5. Родственные примеси: 

А – высокомолекулярные белки (ВМБ); Б – А21-дезамидоинсулин

Figure 5. Related impurities: 

A – high-molecular impurities; B – A21-deamidoinsulin

Рисунок 6. Значения равновесной константы связывания (KD) с инсулиновыми рецепторами типа А (А) и типа В (Б)

Figure 6. Values of the affinity constant (KD) with insulin receptors of type A (А) and type B (В)
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Для оценки клеточного ответа на связывание 
инсулина с рецептором был проведен тест фосфо-
рилирование инсулинового рецептора (рисунок 7). 
В отличие от метода безмаркерной интерферомет- 
рии клеточная стенка имеет заряд, с которым взаи-
модействуют заряженные части молекулы инсули-
на. При неправильном сворачивании белковой мо-
лекулы возможно изменение заряда, приводящее  
к отсутствию связывания. И как следствие его реа-
лизации в виде фосфорилирования инсулинового 
рецептора, выражающееся на рисунке в появлении 
сигнала. 

Чем больше концентрация инсулинов, тем силь-
нее детектируемый ответ. Таким образом, по резуль-
татам определения была установлена сопоставимая 
для всех серий GP40051 и Хумулин® Регуляр специ-
фическая дозозависимая способность активировать 
(фосфорилировать) инсулиновый рецептор.

Показатели относительной метаболической ак-
тивности оценивались в клеточном тесте «захват глю- 
козы» (рисунок 8). 

Исходя из результатов точеченого распределе-
ния, а также кривой «доза-эффект», можно судить о 

полной сопоставимости полученных значений EC₅₀ 
между сериями препаратов GP40051 и Хумулин® Ре- 
гуляр.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Было проведено обширное сравнительное физи-

ко-химическое и функциональное исследование пре-
паратов Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр. 

Исследование было разработано для всесторон-
него изучения критических показателей белка. Были 
проведены тесты, направленные на детальный ана-
лиз первичной структуры, структур более высоко-
го порядка и содержания примесей. В соответствии 
с регуляторными требованиями для каждого из фи-
зико-химических атрибутов было использовано не-
сколько ортогональных методов, благодаря чему бы- 
ли получены максимально информативные данные, 
позволившие сделать вывод об идентичности моле-
кул. Также акцент был сделан на изучении функцио-
нальной характеризации препаратов, основанной на 
механизме действия инсулина. Изучение проводи-
лось на уровне рецептора и метаболической активно- 

Рисунок 7. Результаты изучения фосфорилирования инсулинового рецептора (GP40051/Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр)

Figure 7. Results of the study of phosphorylation of the insulin receptor (GP40051/Rinsulin® R and Humulin® Regular)

Рисунок 8. Результаты метаболического теста «захват глюкозы» (клетки L6J1): 

А – график кривой «доза-эффект»; Б – точечное распределение EC₅₀

Figure 8. Results of the metabolic test "glucose capture" (L6J1 cells): 

A – graph of "dose-effect" curve; B – point distribution of EC₅₀
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сти, что исчерпывающе отвечает на вопрос о функ- 
циональной состоятельности GP40051. 

Благодаря небольшим размерам и отсутствию 
вариабельности инсулин является одной из немно-
гих молекул, которую можно охарактеризовать в 
мельчайших деталях и доказать полную биосими-
лярность, что и было продемонстрировано в данной 
работе.

По результатам проведенных исследований 
была показана полная идентичность между сери-
ями препаратов Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр. 
В дальнейшем полученные данные легли в осно-
ву комплекта документов, необходимых для полу-
чения разрешения на проведение клинического 
исследования. 
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