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Резюме
Введение. Доступ к инсулину ограничен глобальными барьерами, среди которых ключевым является монопольное 
ценообразование транснациональных компаний-оригинаторов. Утрата патентной защиты открывает путь для  
производства биоаналогов – более доступных препаратов, сопоставимых по качеству, эффективности и безопасности. 
Императивом разработки биоаналогов является проведение комплексных исследований сопоставимости с оригинальным 
препаратом, включающих физико-химическую и биологическую характеризацию. Разработка программы исследований 
сопоставимости, а именно выбор атрибутов и ортогональных методов для изучения структуры и функциональной 
состоятельности молекулы инсулина, должна основываться на глубоком понимании структуры и свойств молекулы, а  
также на последних научных знаниях.
Цель. Провести физико-химическую и биологическую характеризацию препарата РинЛиз® (GP40011) в сравнении 
с оригинальным препаратом Хумалог® (инсулин лизпро) для установления их сопоставимости в рамках оценки 
биоаналогичности.
Материалы и методы. Первичную структуру белка подтверждали с помощью времяпролетной масс-спектрометрии 
с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией и пептидного картирования. Структуры белка более 
высокого порядка были исследованы следующими методами: капиллярным изоэлектрофокусированием, методом 
Эллмана, круговым дихроизмом, флуоресцентной спектрофотометрией, динамическим рассеянием света. Сопоставимость 
профилей примесей исследуемых препаратов изучали с помощью методов эксклюзионной хроматографии и  
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Для характеризации функциональных свойств 
и биологической активности препаратов оценивали кинетику связывания с инсулиновыми рецепторами IR-A и IR-B, 
аутофосфорилирование инсулинового рецептора и проводили метаболические клеточные тесты («Захват глюкозы», 
«Инсулининдуцированный липогенез», «Ингибирование стимулированного липолиза»).
Результаты и обсуждение. По результатам оценки физико-химических свойств для препарата GP40011 была установлена 
высокая степень сходства с референтным препаратом Хумалог® по первичной структуре белка, структурам более 
высокого порядка, а также по профилю примесей. Оценка функциональных характеристик показала, что препараты 
GP40011 и Хумалог® имели идентичную кинетику связывания с инсулиновыми рецепторами IR-A и IR-B и демонстрировали  
сопоставимую биологическую активность.
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Заключение. По результатам проведенного исследования была продемонстрирована полная аналитическая 
сопоставимость препаратов РинЛиз® и Хумалог®. Проведенное исследование внесло значимый вклад в научное 
обоснование эквивалентности биосимиляра РинЛиз® и референтного препарата Хумалог®, тем самым обеспечив  
надежную основу для успешной регистрации и последующего клинического применения.
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Abstract
Introduction. Access to insulin is limited by global barriers, the most crucial of which is the pricing monopoly of multinational 
originator companies. The expiry of patent on the originator product opens the way for the production of biosimilars being 
affordable products with comparable quality, effectiveness and safety. The imperative for the development of biosimilars 
is to conduct comprehensive comparability studies with the originator product, including physicochemical and biological 
characterization. The development of a comparability study program, specifically the selection of attributes and orthogonal 
methods for analyzing the structure and the functional integrity of the insulin molecule, should be based on a deep understanding  
of the structure and properties of the molecule, as well as on the latest scientific knowledge.
Aim. To conduct physicochemical and biological characterization of the medicinal product RinLis® (GP40011) in comparison  
with the originator medicinal product Humalog® (insulin lispro) to establish their comparability within the framework of the 
biosimilarity assessment.
Materials and methods. The primary protein structure was confirmed using matrix-assisted laser desorption/ionization  
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and peptide mapping. Higher-order protein structures were investigated  
using capillary isoelectric focusing, Ellman's method, circular dichroism, fluorescence spectrophotometry and dynamic light 
scattering. The comparability of impurity profiles of the tested batches was studied using size-exclusion chromatography  
(SEC) and reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP HPLC). Insulin receptor (IR-A and IR-B) binding  
kinetics assay, insulin receptor phosphorylation assay and metabolic cell-based assays (glucose uptake, insulin-induced  
lipogenesis, inhibition of stimulated lipolysis) were performed to characterize the functional properties and biological activity  
of the insulin products.
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Results and discussion. GP40011 was found to have high similarity to the reference product Humalog® in terms of the 
primary protein structure, higher-order structures and impurity profile based on the results of the evaluation of the  
physicochemical properties. Functional characterization studies showed that GP40011 and Humalog® had identical insulin  
receptor binding kinetics to IR-A, IR-B and comparable biological activity.
Conclusion. The study results demonstrated full analytical similarity of RinLis® to Humalog®. The study made a significant 
contribution to the scientific substantiation of the equivalence of the biosimilar RinLis® and the reference product  
Humalog®, thereby providing a reliable basis for successful approval and subsequent clinical use.

Keywords: insulin lispro, biosimilar, bioanalogue, biosimilarity, analytical comparability, characterization, physicochemical 
properties, biological activity 
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет по настоящее время остается 
глобальной проблемой системы здравоохранения, 
приобретающей черты кризиса ввиду стремительно-
го роста заболеваемости. Согласно данным Междуна- 
родной диабетической федерации, в 2021  году ко-
личество людей с диабетом в возрасте 20–79  лет в 
мире достигло 537 млн, при этом 81 % людей, стра-
дающих диабетом, проживают в странах с низким и 
средним уровнем дохода (СНСД)1. К 2045–2050  годам,  
по различным оценкам, ожидается, что диабет затро-
нет 783 млн – 1,31 млрд человек [1]. Проведенное ис-
следование по оценке охвата лечением диабета в 
55  СНСД показало, что только 4,6 % людей с диабе-
том (то есть примерно 1 из 20), проживающих в СНСД,  
сообщили, что их потребности в рекомендуемом ле- 
чении были полностью удовлетворены. При этом в  
отношении потребности в гипогликемических ле- 
карственных препаратах (включая препараты инсу-
лина) было показано, что только 50,5 % людей с диа- 
бетом располагают доступом к данному лечению [2].  
В глобальном масштабе можно сказать, что каждый 
второй человек, нуждающийся в инсулине, не имеет 
доступа к нему.

Доступ к инсулину затрудняют различные гло-
бальные барьеры, но одним из наиболее сущест- 
венных вопросов является ценообразование. На ми-

1 International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 10th 
edn. Brussels, Belgium: 2021. Available at: https://diabetesatlas.
org/ idfawp/resource - f i l es /2021/07/ IDF _At l as_10th_
Edition_2021.pdf. Accessed: 02.2025.

ровом рынке инсулина доминируют три транснацио- 
нальные компании, которые создают монополию в 
отношении ценообразования на продукцию [3]. Вы-
сокая стоимость оригинальных препаратов инсулина  
ограничивает доступность лечения среди пациен- 
тов. Утрата патентной защиты компаний-оригинато- 
ров на оригинальные препараты позволяет другим 
компаниям производить биоаналогичные препара-
ты (биоаналоги, биосимиляры). Достоинством био- 
аналогов является не только их сниженная стои-
мость и сокращенные сроки разработки и одобре- 
ния по сравнению с оригинаторами  [4], но и то, что 
биоаналоги создают конкурентную среду, стимулиру-
ющую производителей-оригинаторов снижать цены 
на свои оригинальные препараты [5].

Императивом фармацевтической разработки био- 
симиляров является проведение комплексных ис-
следований сопоставимости с референтным препа- 
ратом. Этот процесс включает всестороннюю срав-
нительную характеризацию молекулы по физико- 
химическим и биологическим свойствам, что позво- 
ляет доказать ее высокую степень подобия ориги-
нальному препарату, а также выявить любые воз- 
можные различия с целью прогнозирования их по- 
тенциального влияния на безопасность и эффектив-
ность для человека.

Разработка программы исследований сопостави-
мости, а именно выбор атрибутов и ортогональных 
методов для изучения структуры и функциональной 
состоятельности молекулы инсулина, должна быть ос-
нована на глубоком понимании структуры и свойств 
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молекулы, а также на основании последних научных 
знаний.

В данной работе представлены результаты иссле-
дования сопоставимости лекарственного препарата  
РинЛиз® (МНН: инсулин лизпро) в сравнении с ори-
гинальным препаратом Хумалог®. Инсулин лизпро –  
это аналог человеческого инсулина, в котором ами- 
нокислотные остатки лизин и пролин в положении 28  
и 29 В-цепи соответственно представлены в обрат- 
ном порядке. Благодаря данной модификации инсу-
лин лизпро характеризуется слабой тенденцией к са- 
моассоциации молекул, что обуславливает повышен-
ную абсорбцию из места инъекции и более короткую 
продолжительность действия по сравнению с чело- 
веческим инсулином [6].

Физико-химическая характеризация препаратов 
включала изучение структуры инсулина на несколь- 
ких уровнях: исследования первичной структуры  
белка, а также вторичной, третичной и структур бо- 
лее высокого порядка. Функциональная характери-
зация включала оценку кинетики связывания с ре-
цепторами инсулина (IR-A и IR-B), а также оценку био-
логической активности. Для препаратов инсулина 
биологическая активность является интегральным  
показателем, характеризующим результат взаимо-
действия инсулина, обладающего определенными 
фармацевтическими характеристиками, с инсулино-
выми рецепторами. После активации рецептор инсу-
лина запускает масштабный каскад биохимических 
реакций, заключающийся в фосфорилировании мно-
жества внутриклеточных белков. Результатом этих 
биохимических реакций в том числе является уси- 
ление транспорта глюкозы через клеточную мембра- 
ну и ее утилизации тканями, а также влияние на ли-
пидный обмен  [7]. Исходя из этих биологических  
предпосылок, согласно решению Совета ЕЭК от 
03.11.2016 № 89 (решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 
№ 89 «Об утверждении Правил проведения исследо-
ваний биологических лекарственных средств Евра-
зийского экономического союза»), биологическую 
активность требуется сравнить на двух уровнях: ауто- 
фосфорилирования рецептора и метаболической 
активности. При этом приводятся следующие мето- 
дики изучения метаболической активности: «методы  
определения образования гликогена, липогенеза, 
ингибирования стимулированного липолиза, а так-
же транспорта глюкозы» (решение Совета ЕЭК от 
03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведе-
ния исследований биологических лекарственных 
средств Евразийского экономического союза»). Сви-
детельством научной значимости и общепризнанно- 
сти использованных физико-химических методик  
(таблица  1) и биологических тестов на конкретных 
клеточных культурах (таблица 2) могут служить мно-
гочисленные публикации в научной литературе  [8– 
15]. Дополнительным подтверждением информатив-
ности и релевантности методов, выбранных для оцен-
ки сопоставимости препаратов, является тот факт, 

что аналогичные методологические подходы приме-
нялись в программах аналитической сопоставимо-
сти биоподобных продуктов инсулина, успешно за- 
регистрированных в Европейском союзе за послед- 
ние 10 лет (таблицы 1 и 2)1, 2, 3, 4 [13, 16, 17].

Цель

Проведение физико-химической и биологиче-
ской характеризации препарата РинЛиз® (GP40011) 
в сравнении с оригинальным препаратом Хумалог® 
для установления их сопоставимости в рамках оцен- 
ки биоаналогичности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследуемые объекты

Для сравнительного анализа были использова- 
ны в общей сложности 9 серий биоподобного препа-
рата РинЛиз® (GP40011) (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия)  
и 7 серий оригинального препарата Хумалог® (Lilly 
France, Франция). Все объекты испытания были пред-
ставлены в лекарственной форме «раствор для внут- 
ривенного и подкожного введения, 100 МЕ/мл». Раз- 
работка препарата GP40011 была проведена в 
R&D-центре ООО  «ГЕРОФАРМ» (ЗАО «Фарм-Холдинг», 
Россия). Референтный препарат Хумалог® был при- 
обретен у местных дистрибьюторов.

Определение молекулярной массы  
и анализ первичной структуры

Молекулярную массу нативного белка инсулина  
и его цепей определяли без проведения протеоли- 
за с помощью MALDI-TOF/TOF-масс-спектрометра Ult- 

1 Insulin lispro Sanofi (INN: insulin lispro). European Public 
Assessment Report, Committee for Medicinal Products for 
Human Use (CHMP). Procedure No: EMEA/H/C/004303/0000. 
EMA Document No:  EMA/351195/2017. Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-
lispro-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf. Accessed: 
02.2025.

2 Insulin aspart Sanofi (INN: insulin aspart). European Public 
Assessment Report, Committee for Medicinal Products for 
Human Use (CHMP). Procedure No. EMEA/H/C/005033/0000. 
Document No: EMA/CHMP/269410/2020. Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-
aspart-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf. Accessed: 
02.2025.

3 Kixelle (INN: insulin aspart). European Public Assessment 
Report, Committee for Medicinal Products for Human Use 
(CHMP). Procedure No: EMEA/H/C/004965/0000. Document No: 
EMA/64677/2021. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/
documents/assessment-report/kixelle-epar-public-assessment-
report_en.pdf. Accessed: 02.2025.

4 Semglee (INN: insulin glargine). European Public 
Assessment Report, Committee for Medicinal Products for 
Human Use (CHMP). Procedure No. EMEA/H/C/004280/0000. 
Document No: EMA/119474/2018. Available at: https://www.
ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/semglee-
epar-public-assessment-report_en.pdf. Accessed: 02.2025.

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-lispro-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-lispro-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-lispro-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-aspart-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-aspart-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/insulin-aspart-sanofi-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/kixelle-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/kixelle-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/kixelle-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/semglee-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/semglee-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/semglee-epar-public-assessment-report_en.pdf
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rafleXtreme (Bruker, Германия). Для получения отдель-
ных масс А-цепи и В-цепи и подтверждения их ами-
нокислотных последовательностей по спектрам фраг-
ментации проводили восстановление дисульфидных 
связей дитиотреитолом (Promega Corporation, США). 
Спектры получали в диапазоне масс 500–6500 m/z  
(отраженный режим). Точность измеренных монои- 
зотопных масс после докалибровки составляла 20  ррм 
(0,002 %). Для обработки масс-спектров использова-
ли программное обеспечение FlexAnalysis 3.3 (Bruker 

Daltonik GmbH, Германия). При помощи программы 
BioTools 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Германия) про- 
водили идентификацию в локальной базе данных.

Пептидное картирование

Пептидное картирование проводили для под-
тверждения аминокислотной последовательности и 
локализации положения дисульфидных связей. Для 
проведения пептидного картирования белок под-

Таблица 1. Пересечение физико-химических методов, использованных в исследованиях  
аналитической сопоставимости GP40011 и инсулиновых продуктов, зарегистрированных в Европейском союзе

Table 1. Intersection of physicochemical methods used in analytical comparability studies of GP40011  
and insulin products approved in the European Union

Атрибут
Attribute

Метод
Method

Продукты
Products

Инсулин лизпро
Insulin lispro

Инсулин аспарт
Insulin aspart

Инсулин 
гларгин 
Insulin 

glargine

GP40011
Insulin lispro 

Sanofi® 

Insulin 
aspart 

Sanofi®
Kirsty®

BGL-ASP 
[16]

Semglee® 
[17]

Первичная структура
Primary structure

Масса нативного 
белка
Intact mass

МАЛДИ-МС / ВЭЖХ-МС
MALDI-MS/ HPLC-MS

     

Масса A-цепи
Mass of A chain

МАЛДИ-МС / ВЭЖХ-МС
MALDI-MS/ HPLC-MS

     

Масса В-цепи 
Mass of B chain

МАЛДИ-МС / ВЭЖХ-МС
MALDI-MS/ HPLC-MS

     

Аминокислотная 
последовательность
Amino acid sequence

МАЛДИ-МС / Пептид-
ное картирование
MALDI-MS / Peptide 
mapping

 – –   

Вторичная структура и структуры более высокого порядка
Secondary and higher order structure

Дисульфидные 
мостики
Disulfide linkages

Пептидное 
картирование
Peptide mapping

 –    

Свободные сульфгид- 
рильные группы
Free sulfhydryl groups

Метод Эллмана
Ellman’s method

 – – – – –

Изоэлектрическая 
точка
Isoelectric point

Капиллярное изоэлект- 
рофокусирование
Capillary isoelectric fo-
cusing

  –  – 

Вторичная структура
Secondary structure

Круговой дихроизм
Circular dichroism

     

Квантовый выход 
флуоресценции 
Fluorescence quantum 
yield

Спектрофотометрия
Spectrophotometry

  –   

Пик распределения 
частиц
Peak of the particle 
size distribution

Динамическое рассея-
ние света
Dynamic light scattering

 –   – –

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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вергали ферментативному гидролизу эндопротеина- 
зой Glu-C (протеаза V8) (Sigma-Aldrich, США) в ус-
ловиях, исключающих дисульфидный обмен (кис- 
лая среда), затем проводили анализ в восстанав-
ливающих и невосстанавливающих условиях мето- 
дом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС) с ионизацией  
электрораспылением. Для восстановления дисуль- 
фидных связей использовали дитиотреитол (Prome-
ga, США). Анализ ВЭЖХ-МС выполняли с помощью 
масс-спектрометра с ионной ловушкой Varian 500-MS 
IT, совмещенного с хроматографом Waters ACQUITY 
UPLC. Хроматографическое разделение проводили 
в градиентной системе вода – ацетонитрил с добав- 
лением муравьиной кислоты (A: 0,041%-я муравьи- 
ная кислота в воде; B: 0,050%-я муравьиная кислота 
в ацетонитриле) на колонке Waters ACQUITY BEH300 
C18, 2,1 × 50 мм, размер частиц 1,7  мкм, со скоростью 
потока 0,3 мл/мин. Масс-спектры получали в диапа- 
зоне масс 200–2000 m/z.

Определение свободных  
сульфгидрильных групп

Определение количества свободных сульфгид- 
рильных (тиоловых) групп для установления наличия 
неполных дисульфидных связей было проведено ме-
тодом Эллмана. К исследуемым образцам добавляли  
0,2  мМ раствор реактива Эллмана (5,5’-дитиобис-2- 
нитробензойная кислота) (Sigma-Aldrich, США), пере-
мешивали и инкубировали при комнатной темпера- 
туре в течение 15 мин. После инкубации измеряли  
оптическую плотность образцов с помощью анали- 
затора Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific Oy, Фин-
ляндия) при длине волны 405 нм.

Капиллярное изоэлектрофокусирование

Изоэлектрическую точку (pI) определяли методом  
капиллярного изоэлектрофокусирования с использо-
ванием системы капиллярного электрофореза Beck- 
man Coulter PA 800 Plus, геля eCAP cIEF Gel, нейтраль- 
ного капилляра, пептидных маркеров pI производи-
теля Beckman Coulter, Inc., США. Спектрофотометри-
ческое детектирование проводили при длине волны 
280 нм.

Анализ вторичной структуры  
методом кругового дихроизма

Вторичную структуру белка определяли по спект- 
рам кругового дихроизма (КД) с помощью спектро-
метра Chirascan CD (Applied Photophysics Ltd., Вели- 
кобритания). Перед проведением анализа препара- 
ты инсулина были обессолены. Измерение спектров 
КД проводили в кварцевой кювете (0,1 мм) в диапа- 
зоне длин волн 178–260 нм с шагом 0,5 нм и спект- 
ральной шириной щели 1 нм. Запись спектров КД 
проводили в трех повторах, обработку полученных  
данных выполняли с использованием программ  
Origin 8.1 и MS Excel 2016 с вычислением молярно-
го коэффициента кругового дихроизма. Для коли- 
чественной оценки элементов вторичной структуры  
в белке полученные графики молярного коэффи-
циента кругового дихроизма были обработаны на  
информационном портале Dichroweb1. 

1 Dichroweb. Available at: http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/
html/home.shtml Accessed: 27.05.2025.

Таблица 2. Пересечение биологических методов, использованных в исследованиях  
аналитической сопоставимости GP40011 и инсулиновых продуктов, зарегистрированных в Европейском союзе

Table 2. Intersection of biological methods used in analytical comparability studies of GP40011  
and insulin products approved in the European Union

Биологический тест
Biological activity study

Клеточная 
культура
Cell line

Продукты
Products

GP40011
Insulin lispro 

Eli Lilly [13]

Insulin 
aspart 

Sanofi®
Kirsty® Semglee®

Abasaglar® 
[15]

Инсулинзависимый захват 
глюкозы
Insulin dependent glucose 
uptake

L6    – – –

Аутофосфорилирование 
инсулинового рецептора
Autophosphorylation of insulin 
receptor

L6   – – – –

Инсулининдуцированный 
липогенез
Insulin induced lipogenesis

3T3-L1  – –   

Ингибирование стимулиро-
ванного липолиза
Inhibition of stimulated lipo- 
lysis

3T3-L1  – –   –

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml
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Анализ третичной структуры методом  
флуоресцентной спектрофотомерии

Для анализа третичной структуры определяли 
квантовый выход флуоресценции с использованием 
спектрофлуориметра FluoroMax Plus (HORIBA Scienti- 
fic, Франция – Япония) и спектрофотометра Carry 300 
Bio (Varian Australia Pty Ltd., Австралия) при ширине 
спектра 250–300 нм. В качестве стандартного раство- 
ра использовали раствор тирозина. 

Анализ четвертичной структуры методом  
динамического рассеяния света (DLS)

Для определения полидисперсности и гидроди- 
намических параметров образцов использовали ме-
тод динамического рассеяния света. Измерения про-
водили с помощью лазерного анализатора размера  
частиц Zetasizer Nano (Malvern Panalytical Ltd., Вели-
кобритания). Интенсивность рассеянного света ре-
гистрировали под углом 173° при температуре 25  °С. 
Анализ результатов проводили с помощью програм- 
много обеспечения Malvern Software 7.11 (Malvern 
Panalytical Ltd., Великобритания).

Определение примесей

Определение высокомолекулярных белков (ВМБ), 
то есть примесей с молекулярной массой, превыша-
ющей молекулярную массу инсулина, проводили ме-
тодом эксклюзионной жидкостной хроматографии. 
Разделение проводили с помощью колонки Insulin 
HMWP (Waters Corporation, США) (30 × 7,8 мм, раз-
мер частиц 10  мкм, диаметр пор 125 Å) при темпе- 
ратуре 40  °C со скоростью потока 0,5 мл/мин в те- 
чение 35  мин. Для идентификации А21-дезамидоин- 
сулина лизпро и других родственных примесей был 
выбран метод обращенно-фазовой высокоэффектив- 
ной жидкостной хроматографии (ОФ-ВЭЖХ). Разде- 
ление проводили на колонке SunFire C18 (Waters 
Corporation, США) (150 × 4,6 мм, размер частиц  
3,5  мкм) при температуре 40  °C со скоростью пото- 
ка 0,9 мл/мин в течение 60 мин. УФ-детектирование 
проводили на жидкостном хроматографе LC-30 Ne- 
xera (Shimadzu Corporation, Япония), спектры регист- 
рировали при длине волны 276  нм (ВМБ) и 214  нм 
(А21-дезамидоинсулин лизпро и другие примеси).

Биологическая активность in vitro

Оценку кинетики связывания с рецепторами IR-A  
и IR-B выполняли с помощью метода безмаркерной  
интерферометрии в биослое с использованием 96-лу-
ночного планшетного интерферометра Octet RED96 
(Pall ForteBio, США). Для проведения анализа исполь-
зовали биосенсоры HIS1K (Anti-Penta-HIS) (Sartorius), 
гидратированные в течение 10 мин в фосфатно-со-
левом буфере с 0,05%-м твин-20 (PBST). Растворы  
инсулиновых рецепторов IR-A и IR-B готовили в кон- 

центрации 25  мкг/мл. Для оценки связывания инсу- 
лина лизпро с IR-A использовали концентрации инсу- 
лина 2,5, 5, 10, 20, 40 нМ. Для оценки связывания  
инсулина лизпро с IR-B использовали концентрации 
инсулина 2,5, 5, 10, 30, 70 нМ. Ассоциация инсулино-
вого рецептора с образцами препаратов происходи- 
ла в течение 50  с, за ней следовала диссоциация в  
течение 90  с. Анализ данных проводили с помощью  
программного обеспечения Octet System Data Acqui-
sition с использованием модели взаимодействия 1 : 1. 
Аффинность связывания определялась по константе 
скорости ассоциации (k

a
), константе скорости диссо- 

циации (k
d
) и равновесной константе диссоциации  

(K
D
), выраженной как отношение k

d
/k

a
.

Исследование аутофосфорилирования инсулино- 
вого рецептора проводили на клеточной культуре 
дифференцированных в миотубулы миоцитов кры- 
сы L6J1 (Институт цитологии РАН). Уровень акти-
вации (аутофосфорилирования) инсулинового ре-
цептора оценивали в лизатах дифференцированных 
клеток L6J1, стимулированных различными концент- 
рациями препаратов (10, 25, 50, 100, 300 нМ). Пос- 
ле лизирования адгезионных культур полученные 
лизаты центрифугировали при +4  °С 20 мин при  
13 500g. Концентрацию белка в супернатанте опре-
деляли с помощью набора DC Protein Assay Kit II  
(Bio-Rad, США). Разделение белков по массе прово- 
дили в полиакриламидном геле по Лэммли, перено-
сили на ПВДФ-мембрану и инкубировали с первич-
ными и вторичными антителами. Для контроля рав-
номерности загрузки дорожек геля и переноса на 
мембрану использовали уровень белка актина в каж- 
дом лизате. Для визуализации использовали хемо-
люминесцентный набор Pierce™ ECL Western Blotting 
Substrate (Thermo Fisher Scientific, США). Количест- 
венную оценку интенсивности сигнала проводили с 
помощью программного обеспечения ImageJ 1.47v. 

Метаболический тест «Инсулининдуцированный  
захват глюкозы» проводили на клеточной линии  
дифференцированных миоцитов крысы L6J1 (Инсти- 
тут цитологии РАН). Оценку индуцированного инсу- 
лином поглощения глюкозы осуществляли при до- 
бавлении исследуемых образцов в концентрациях 2, 
10, 25, 50, 100, 400, 800, 1600 нМ. Подробно методи- 
ка теста была описана ранее [18].

Метаболический тест «Инсулининдуцирован-
ный липогенез» проводили на клеточной линии фиб- 
робластов мыши 3T3-L1 (ATCC), дифференцирован-
ных в адипоциты. Клетки 3T3-L1 рассевали в 96-лу-
ночные планшеты с концентрацией 2,5 тысячи/лун- 
ку в преадипоцитной питательной среде DMEM с  
содержанием глюкозы 4,5 г/л и 10 % фетальной 
бычьей сыворотки (FBS) и инкубировали в течение  
48  ч. На 3-й день начинали дифференцировку:  
преадипоцитную культуральную среду заменяли на  
среду для дифференцировки, состоящую из сре-
ды DMEM с содержанием глюкозы 4,5 г/л, 10 % FBS,  
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1.0 мкМ дексаметазона, 0,05  мМ 3-изобутил-1-ме-
тилксантина (IBMX), 1.0 мкг/мл инсулина. Стимуля- 
цию липогенеза проводили на 5-й  день с использо- 
ванием растворов исследуемых препаратов инсули-
на в питательной среде DMEM с содержанием глю-
козы 4,5 г/л и 10 % FBS. Разведения исследуемых  
образцов готовили в соответствующей среде и вно-
сили в лунки планшета в виде 10-кратных стоков. 
Концентрации образцов в лунках составили: 0,1, 1, 
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 нМ. Стимуляцию проводи- 
ли 3  раза каждые 48–72 ч. Затем клетки фиксирова- 
ли в 10 % растворе формальдегида при комнатной 
температуре в течение 1 ч. Для количественного 
определения уровня липогенеза внутриклеточные 
липиды окрашивали флуоресцентным красителем 
Nile Red (феноксазон). Клетки промывали раствором 
PBS, затем вносили раствор флуоресцентного кра- 
сителя Nile Red в концентрации 1 мкг/мл, инкубиро-
вали 1 ч при комнатной температуре на планшетном  
шейкере при 300 rpm. Интенсивность флуоресцен-
ции измеряли на мультимодальном микропланшет-
ном ридере CLARIOstar (BMG LABTECH GmbH, Гер-
мания) при длине волны 550  нм, излучении 640  нм, 
усилении сигнала 2000.

Метаболический тест «Ингибирование стимули- 
рованного липолиза» проводили на клеточной ли-
нии фибробластов мыши 3T3-L1 (ATCC), дифферен-
цированных в адипоциты. Спустя 48 ч после рассева 
в 96-луночные планшеты клетки 3T3-L1 переводили  
на дифференцировочную среду DMEM с содержа- 
нием глюкозы 4,5 г/л, 10 % FBS, 1,0 мкМ дексаметазо- 
на, 0,05  мМ IBMX, 1,0 мкг/мл инсулина (среда DM).  
Через 48 ч среду DM заменяли на среду для накопле-
ния липидов DMEM с содержанием глюкозы 4,5  г/л  
в присутствии 10 % FBS + 1 мкг/мл инсулина (среда 
AMM) и каждые 48–72 ч ее обновляли (всего 3  раза). 
После последней смены среды AMM на следующий 
день клетки подвергали старвации в бессыворо-
точной среде DMEM c содержанием глюкозы 4,5 г/л.  
Спустя 20–24  ч добавляли исследуемые препараты  
в лунки с концентрациями 0,01, 0,1, 0,5, 2, 10, 30 и  
100 нМ, инкубировали 1 ч, затем добавляли индук- 
тор липолиза в концентрации 20 нМ (изопротере- 
нол) и инкубировали 3  ч. Детекцию свободных жир- 
ных кислот (FFA), которые высвобождаются в про- 
цессе гидролиза триглицеридов, осуществляли с по-
мощью набора ZenBio (Lipolysis Assay KIT LIP-1-RB). 
Концентрацию FFA определяли по оптической плот-
ности, измеренной при 540  нм, на мультимодальном 
микропланшетном ридере CLARIOstar (BMG LABTECH 
GmbH, Германия).

Статистическая обработка данных

Для оценки сопоставимости исследуемого пре-
парата были использованы интервальные границы  
±3SD от среднего значения референтного препарата.  
В тех случаях, где оценка диапазона, основанная на 
среднем ±3SD, была неприемлема (молекулярная 

масса), был применен заранее определенный диа-
пазон. Для результатов биологических тестов бы-
ли построены кривые «доза – эффект» в логарифми-
ческих координатах и рассчитаны значения EC

50
/IC

50
 

с помощью программного обеспечения GraphPad  
Prism 9 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярная масса и первичная структура

С помощью метода МАЛДИ были получены спект- 
ры для нативного белка и его A- и B-цепей. Во всех  
исследуемых образцах GP40011 и образцах рефе-
рентного препарата присутствовали идентичные сиг-
налы, соответствующие ожидаемым расчетным мо-
лекулярным массам нативного инсулина и его цепей 
(таблица 3). 

Методом МАЛДИ были получены спектры фраг-
ментации пептидов массой 2383,0 и 3428,7 Да, и бы-
ло показано, что аминокислотная последовательность 
A-цепи и B-цепи полностью соответствует заявленной 
для всех образцов (рисунок 1).

Первичная структура была подтверждена мето-
дом пептидного картирования. При протеолизе в не-
восстанавливающих условиях происходило образо-
вание четырех ожидаемых пептидов с массой 416,2; 
1115,6; 1376,5; 2967,2 Да. В невосстанавливающих  
условиях протеолиз белка затруднен за счет наличия  
дисульфидных сшивок и плотной упаковки молеку-
лы инсулина. Кроме четырех ожидаемых пептидов, 
детектировались и частичные фрагменты, а опреде-
ленная часть белка оставалась интактной (таблица 4).  
Стоит отметить, что наиболее легко проходит гидро-
лиз по Glu21B, в то время как связь справа от Glu4A 
гидролизуется с трудом из-за близкого расположе-
ния цистина, поэтому пептиды A1-A4 и A5-A17/B1-B13  
присутствовали лишь в небольших количествах, а в 
основном наблюдался продукт частичного гидроли-
за A1-A17/B1-B13. Проведение протеолиза в восста-
навливающих условиях приводило к образованию  
шести ожидаемых пептидов с массой 416,2; 512,1; 
866,4; 1115,6; 1481,7; 1489,6 Да (таблица 4).

Полученные пептидные карты для образцов 
GP40011 были идентичны образцам препарата Хума-
лог®, о чем свидетельствует наложение хроматограмм 
после протеолиза инсулина (рисунок 2).

На основании полученного одинакового профи-
ля пептидных фрагментов и данных по молекуляр-
ной массе и аминокислотной последовательности  
инсулина GP40011 и Хумалог® можно сделать вывод 
об идентичности их первичной структуры.

Структуры высокого порядка

Определение количества и положения дисульфид-
ных связей является одним из критических парамет- 
ров структуры, стабильности и биологической актив-
ности инсулина. Определение дисульфидных связей 
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в исследуемых образцах проводили путем сравнения  
набора протеолитических фрагментов инсулина, при-
сутствующих в смеси после ферментативного гидро-
лиза в восстанавливающих и невосстанавливающих 
условиях. Наличие пептидов A18-A21/B14-B21 одно-
значно подтверждает точное положение дисульфид-
ной связи между Cys20A и Cys19B, поскольку пептиды 

A18-21 и B14-21 содержат только по одному остат-
ку цистеина. Другая дисульфидная связь образова-
на Cys7B и одним из остатков Cys6A, Cys7A, Cys11A,  
о чем говорит наличие пептидов A5-A17/B1-B13. На- 
личие дисульфидной связи внутри А-цепи косвенно  
подтверждается изменением массы пептидов при  
восстановлении участка A5-A17.

Таблица 3. Физико-химическая характеризация

Table 3. Physicochemical characterization

Метод
Method

Атрибут
Attribute

GP40011
Хумалог®
Humalog®

Молекулярная масса и первичная структура
Molecular mass and primary structure

МАЛДИ
MALDI

Масса нативного белка, Да
Intact protein mass, Da

5804,6 5804,6

МАЛДИ
MALDI

Масса A-цепи, Да
A-chain mass, Da

2383,0 2383,0

МАЛДИ
MALDI

Масса B-цепи, Да
B-chain mass, Da

3428,7 3428,7

МАЛДИ, пептидное картирование
MALDI, peptide mapping

Аминокислотная последовательность
Amino acid sequence

Подтверждена
Confirmed

Подтверждена
Confirmed

Структуры более высокого порядка
Higher order structures

Метод Эллмана
Ellman’s method

Свободные сульфгидрильные группы, 
моль/моль инсулина
Free sulfhydryl groups, mol/insulin mol

0,002–0,008 0,002–0,004

Капиллярное изоэлектро-фокусиро-
вание
Capillary isoelectric focusing

Изоэлектрическая точка, pI
Isoelectric point, pI

6,10–6,11 6,10–6,11

Круговой дихроизм
Circular dichroism

α-спираль, %
α-helix, %

37–41 40–42

β-слой, %
β-sheet, %

16–17 15–17

β-повороты, %
β-turn, %

15–16 14–16

Неупорядоченная структура, %
Random coil, %

28–30 27–28

Флуоресцентная спектрофотомерия
Fluorescence spectrophotometry

Квантовый выход флуоресценции, Flu
Fluorescence quantum yield, Flu

0,28–0,30 0,10–0,20

Динамическое рассеяние света
Dynamic light scattering

Пик распределения частиц, нм
Peak of the particle size distribution, nm

5,6–6,1 5,6–5,8

Родственные примеси
Product-related impurities

Эксклюзионная хроматография
Size exclusion chromatography

Высокомолекулярные белки (ВМБ), %
Higher molecular weight protein (HMWP), %

0,19–0,19 0,19–0,20

Обращенно-фазовая ВЭЖХ
Reversed-phase HPLC

А21-дезамидоинсулин лизпро, %
A21-desamido insulin lispro, %

0,18–0,29 0,21–0,27

Обращенно-фазовая ВЭЖХ
Reversed-phase HPLC

Сумма примесей, %
Total impurities, %

1,10–1,40 0,89–1,30

Примечание. Данные представлены как минимальное и максимальное значение. Во всех указанных методиках было  
использовано по три серии каждого препарата.

Note. The data are presented as minimum and maximum. Three batches of each product were used in all the mentioned 
methods.
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Рисунок 1. Спектры фрагментации A-цепи (А) и B-цепи (Б) для всех исследуемых образцов. Образцы сверху вниз: 
GP40011 (3 серии), Хумалог® (3 серии)

Figure 1. The fragmentation mass spectra of A-chain (A) and B-chain (B) for all tested samples. Samples (top to bottom): 
GP40011 (3 batches), Humalog® (3 batches)

Таблица 4. Профиль пептидных фрагментов, регистрируемых после проведения гидролиза  
препаратов инсулина протеиназой Glu-C в невосстанавливающих и восстанавливающих условиях 

Table 4. Profile of peptide fragments formed after hydrolysis of insulin products by proteinase Glu-C  
under non-reducing and reducing conditions

Время удержания, 
мин

Retention time, min

Определяемая  
масса, Да

Registered mass, Da

Теоретическая 
масса, Да

Theoretical mass, Da

Положение
Position

Аминокислотная 
последовательность
Amino acid sequence

Целевые продукты гидролиза, невосстанавливающие условия
Target hydrolysis products, non-reducing conditions

3.7 416.2 416.2 A1-A4 GIVE

5.6 1115.6 1115.6 B22-B30 RGFFYTKPT

6.8 1376.5 1376.6 A18-A21 / B14-A21 [A20-B19]

7.8 2967.2 2967.3 A5-A17 / B1-B13 [A7-B7, A6-A11]

Целевые продукты гидролиза, восстанавливающие условия
Target hydrolysis products, reducing conditions

2.0 512.1 512.2 A18-A21 NYCN

3.7 416.2 416.2 A1-A4 GIVE

5.6 1115.6 1115.6 B22-B30 RGFFYTKPT

5.8 1481.7 1481.7 B1-B13 FVNQHLCGSHLVE

7.4 866.4 866.4 B14-B21 ALYLVCGE

8.5 1489.6 1489.6 A5-A17 QCCTSICSLYQLE

Продукты частичного гидролиза, невосстанавливающие условия
Partial hydrolysis products, non-reducing conditions

7.8 2474.1 2474.2 A18-A21 / B14-B30 [A20-B19]

8.1 3365.8 3365.5 A1-17 / B1-B13 [A7-B7, A6-A11]

8.9 4726.8 4727.3 A1-A21 / B1-B21 [A7-B7, A6-A11, A20-B19]

9.2 5807.4 5807.6 A1-A21 / B1-B30 [A7-B7, A6-A11, A20-B19]

9.3 4708.8 4709.3 A1-A21 / B1-B21 [A7-B7, A6-A11, A20-B19]

Примечание. В квадратных скобках указано положение дисульфидных связей.

Note. The position of disulfide bonds is indicated in square brackets.
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С помощью метода Эллмана для GP40011 и Хума-
лога® было проведено определение количества сво-
бодных сульфгидрильных групп, которые могут яв-
ляться показателем наличия свободного цистеина 
и, соответственно, признаком неполных дисульфид-
ных связей, что критично для структуры инсулина и 
его стабильности. Количество свободных сульфгид- 
рильных групп составило в среднем 0,005 ± 0,003 и 
0,003 ± 0,001  моль/моль инсулина для препаратов 
GP40011 и Хумалог® соответственно. По результа-
там определения все серии исследуемых препара-
тов показали результат ниже предела обнаружения  
(0,075  моль/моль), что свидетельствует об отсутствии 
неполных дисульфидных связей и о полной сопоста-
вимости препаратов по данному показателю.

Анализ вторичной структуры проводили путем 
измерения спектров кругового дихроизма, которые 
затем подвергались математической обработке для 
расчета процентного содержания вторичных струк-
турных элементов (таблица 3). Совпадение получен-
ных спектров в дальней УФ-области 180–260  нм сви-
детельствует о неразличимой вторичной структуре 
белка в исследуемых образцах.

При анализе рассчитанного процентного содер-
жания структурных элементов выявлено незначитель-
ное отличие в процентном содержании α-спиралей  
в структуре молекул одной из серий GP40011 (37 % 
при диапазоне допустимых значений 37,9–44,8 %), что 

повлияло также и на содержание неупорядоченных 
структур (30 % при диапазоне допустимых значений 
25,6–29,1 %). С учетом погрешности методики (до 5 %) 
можно заключить, что вторичные структуры образ- 
цов GP40011 и Хумалог® сопоставимы. 

Собственная флуоресценция белков, обусловлен-
ная наличием ароматических аминокислотных остат-
ков (триптофан, тирозин, фенилаланин), крайне чувст- 
вительна к конформационным изменениям белка, по-
этому определение относительного квантового вы-
хода флюоресценции является важным и информа-
тивным параметром характеризации молекул. Для 
анализа третичной структуры регистрировали спект- 
ры флуоресценции стандартного раствора тирозина 
и исследуемых образцов. В диапазоне длин волн 270–
280  нм происходит максимум поглощения света, а  
соответственно, и максимум флуоресценции. Для ми- 
нимизации ошибки метода возбуждение флуоресцен-
ции проводилось в диапазоне длин волн максималь-
ного поглощения света – 275, 280, 285 нм. 

Обобщенные квантовые выходы исследуемых об-
разцов были сопоставимы или больше квантового  
выхода чистого тирозина, что свидетельствует о не- 
тушении флуоресценции и о поверхностном положе-
нии тирозина в молекуле. Значения флуоресценции 
для образцов GP40011 были в пределах рассчитан- 
ных допустимых значений (0–0,30 Flu), что позволяет 

Рисунок 2. Хроматограммы продуктов протеолиза инсулина в восстанавливающих условиях (указаны расчетные 
массы)

Figure 2. Chromatograms of proteolysis products of insulin under reducing conditions (calculated masses indicated)
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сделать вывод о сопоставимости третичной структу- 
ры белка исследованных препаратов.

Показатели изоэлектрической точки составляли  
в среднем 6,11 ± 0,01 pI для препаратов GP40011 и  
Хумалог® и были полностью сопоставимы между все- 
ми исследованными сериями.

С помощью метода динамического рассеяния све- 
та (DLS) определяли полидисперсность и гидродина-
мические параметры образцов. Метод DLS часто ис-
пользуется в качестве мониторинга агрегации бел- 
ковых молекул и является достаточно чувствитель-
ным даже к следовым количествам крупных агрега- 
тов  [19]. Для определения гидродинамических разме-
ров препаратов были построены графики зависимо-
сти интенсивности рассеяния от гидродинамическо- 
го диаметра частиц. Значения среднего гидродина-
мического диаметра для серий GP40011 находились  
в пределах допустимых значений для препарата Ху- 
малог® (5,4–6,1  нм), что опосредованно свидетельст- 
вует о сопоставимости четвертичных структур белка 
исследуемых препаратов.

Примеси

Согласно фармакопейным требованиям для  
генно-инженерных препаратов инсулина человека  
(ОФС.1.7.1.0017.18) определяют содержание высоко-
молекулярных белков, родственных соединений и 
сумму примесей, не учитывающую количество родст- 
венных примесей. Основной родственной примесью 
препаратов инсулина является 21-дезамидоинсулин, 
который образуется путем дезамидирования остат-
ка аспарагина в 21-м положении А-цепи. Содержа- 
ние ВМБ не должно превышать 1,0 %, А21-дезами- 
доинсулина и других родственных белков – не бо- 
лее 2,0 %.

По всем исследуемым параметрам образцы 
GP40011 укладывались в пределы допустимых зна-
чений (рисунок 3), что говорит о сопоставимости 
GP40011 и Хумалога® по содержанию примесей. 

Биологическая характеризация

В соответствии с требованиями решения Сове-
та ЕЭК от 03.11.2016 № 89 (решение Совета ЕЭК от 
03.11.2016 №89 «Об утверждении Правил прове- 
дения исследований биологических лекарственных 
средств Евразийского экономического союза») и ру- 
ководства EMA (European Medicines Agency. Guideline 
on non-clinical and clinical development of similar 
biological medicinal products containing recombinant 
human insulin and insulin analogues, 2015) к разработ-
ке биоаналогичных лекарственных препаратов, со-
держащих аналоги инсулина, в целях подтверждения 
сходства функциональных характеристик биоанало-
гичного и референтного лекарственного препарата 
необходимо подтвердить сопоставимость связыва-
ния с обоими рецепторами инсулина человека (IR-A и  
IR-B), а также сравнить биологическую активность на 
двух уровнях: аутофосфорилирования рецептора и  
метаболической активности. Для подтверждения со-
поставимости требуется использовать по меньшей 
мере три различных метода оценки метаболической 
активности.

Для оценки сопоставимости кинетики лиганд-ре-
цепторного взаимодействия исследуемых образцов  
были получены сенсограммы связывания исследуе-
мых препаратов инсулина с инсулиновыми рецепто-
рами IR-A и IR-B в 5 концентрациях (рисунок  4, А–Г). 
Рассчитанные значения равновесной константы дис-
социации KD для исследуемых препаратов были весь- 
ма схожи, показатели всех серий препарата GP40011 
укладывались в пределы допустимых значений (ри- 
сунок 4, Д–Е).

Репрезентативные кривые зависимости «доза –  
эффект» в тесте оценки активации (аутофосфорили-
рования) инсулинового рецептора представлены на 
рисунке 5, А. По результатам сравнительного анали- 
за значений EC

50
 было продемонстрировано, что ис-

следуемые препараты обладают сопоставимой фар- 
макологической активностью по данному параметру 
(рисунок 5, Б).

Рисунок 3. Анализ содержания примесей: высокомолекулярные белки (А), А21-дезамидоинсулин лизпро (Б) и сум-
ма примесей (В)

Figure 3. Analysis of impurities: high molecular weight proteins (A), A21-desamido insulin lispro (B) and total of 
impurities (C)

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



202 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2026. Т. 15, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2026. V. 15, No. 2

Метаболическую активность исследуемых образ-
цов оценивали в трех клеточных тестах. Репрезента- 
тивные кривые «доза – эффект» для всех проведен-
ных тестов представлены на рисунках 6, А; 7, А; 8, А.  
Средние значения IC

50
/EC

50
 для препарата GP40011  

в тестах «Захват глюкозы», «Инсулининдуцирован-
ный липогенез» и «Ингибирование стимулирован-
ного липолиза» составили 63,8 нМ, 11,6 нМ, 420,7  пМ  
соответственно, для препарата Хумалог® – 70,3  нМ, 
14,6  нМ, 488,5  пМ. Показатели EC

50
/IC

50
 для всех про- 

Рисунок 4. Репрезентативные сенсограммы связывания с IR-A (А – GP40011, Б – Хумалог®) и с IR-B (В – GP40011, Г –  
Хумалог®) и точечное распределение константы KD для IR-A (Д) и IR-B (Е)

Figure 4. Representative sensorgrams of IR-A binding (A – GP40011, B – Humalog®) and IR-B binding (C – GP40011, D – 
Humalog®) and scatter plot distribution of the KD constant for IR-A (E) and IR-B (F)
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тестированных серий GP40011 находились в преде-
лах допустимых значений референтного препарата 
(рисунки 6, Б; 7, Б; 8, Б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено комплексное исследование сопоста- 
вимости, направленное на подтверждение высокой 
степени аналогичности препарата-биосимиляра Рин-
Лиз® и референтного оригинального препарата Хума-

лог® с точки зрения физико-химических и функцио-
нальных характеристик.

Работа включала всестороннюю и детальную 
оценку критических характеристик белковой моле-
кулы, включая анализ первичной структуры белка, 
структур более высокого порядка, профиля приме-
сей. Также была проведена оценка функциональных 
свойств и биологической активности, учитывающая 
механизм действия инсулина. Исследования включа-

Рисунок 5. Аутофосфорилирование инсулинового рецептора: репрезентативные кривые «доза – эффект», Mean 
(А), точечное распределение значений EC50 (Б)

Figure 5. Autophosphorylation of the insulin receptor: representative dose – response curves, Mean (A), scatter plot 
distribution of EC50 values (B)

Рисунок 6. Клеточный тест «Захват глюкозы»: репрезентативные кривые «доза – эффект», Mean ± SEM (А), точеч- 
ное распределение значений IC50 (Б)

Figure 6. Cell-Based Assay "Glucose uptake": representative dose – response curves, Mean ± SEM (A), scatter plot distri- 
bution of IC50 values (B)
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ли анализ кинетики связывания с инсулиновыми ре-
цепторами, аутофосфорилирования инсулинового ре- 
цептора и оценку метаболической активности в не-
скольких ключевых метаболических клеточных тес- 
тах, что позволило достоверно подтвердить функцио-
нальную эквивалентность препаратов РинЛиз® и Ху- 
малог®. Для обеспечения высокой точности, надеж- 
ности и достоверности результатов, а также возмож-
ности выявления минимальных различий в структур-

ных и функциональных характеристиках инсулина  
были использованы ортогональные методики анали-
за, что позволило объективно оценить степень сопо-
ставимости исследованных препаратов.

По результатам проведенного исследования бы-
ла продемонстрирована полная сопоставимость пре- 
паратов РинЛиз® и Хумалог®. Проведенное исследо-
вание внесло значимый вклад в научное обоснова- 
ние эквивалентности биосимиляра РинЛиз® и рефе-

Рисунок 7. Клеточный тест «Инсулининдуцированный липогенез»: репрезентативные кривые «доза – эффект», 
Mean ± SEM (А), точечное распределение значений EC50 (Б)

Figure 7. Cell-based assay "Insulin-induced lipogenesis": representative dose – response curves, Mean ± SEM (A), scatter 
plot distribution of EC50 values (B)

Рисунок 8. Клеточный тест «Ингибирование стимулированного липолиза»: репрезентативные кривые «доза – 
эффект», Mean ± SEM (А), точечное распределение значений EC50 (Б)

Figure 8. Cell-based assay "Inhibition of stimulated lipolysis": representative dose – response curves, Mean ± SEM (A), 
scatter plot distribution of EC50 values (B)
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рентного препарата Хумалог®, тем самым обеспечив 
надежную основу для успешной регистрации и после- 
дующего клинического применения.
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