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L’INSULINA è un ormone proteico di 51 aa, pm 58 Kda

PRE-PRO-INSULINA 110 aa
proteolisi del peptide di segnale aminoterminale di 24 aa

PRO-INSULINA 86 aa
clivaggio del frammento interno di 35 aa e perdita di 2 aa basici ai siti di clivaggio

INSULINA + C-PEPTIDE 31 aa
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Formazione del C peptide

 È una molecola di 31 aa rilasciata durante la maturazione della pro-
insulina in insulina. La pre-insulina viene sintetizzata nel reticolo
endoplasmatico rugoso delle cellule beta pancreatiche e subisce alcune
reazioni enzimatiche che la trasformano in proinsulina.

 Sempre per intervento di alcuni enzimi, all’interno dei granuli secretori, la
proinsulina si trasforma in insulina definitiva tramite allontanamento di un
peptide, il cosiddetto C peptide.

 Dopo il taglio proteolitico le due subunità residue (A e B) rimangono unite
per interazione chimica di alcuni amminoacidi; origina così l’insulina.

 Il C peptide non è qualcosa di completamente superfluo, ma espleta
alcune importanti funzioni biologiche

 Aumenta il rilascio di ossido nitrico
 Interviene nella riparazione della tonaca muscolare delle arterie
 Protegge l’organismo contro alcune malattie tipicamente

associate al diabete
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Il C-peptide è secreto in quantità equimolari rispetto all’insulina ma ha
una concentrazione sierica 5-10 volte maggiore perché ha un’emivita più
lunga e non viene estratto dal fegato e ciò consente di ottenere valori più
stabili.

Emivita : C-peptide 10-20 min
Insulina 3-5 min

Il C-peptide viene catabolizzato per via
renale e la sua velocità di clearance è
costante.

Insulina rimossa per il 50% dal fegato
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La determinazione sierica e urinaria del C-peptide è utile per stimare la 
produzione endogena di insulina da parte delle cellule β-pancreatiche, nel 
definire:

Caratteristiche del diabete di nuova diagnosi e differenziale tra DT1 e DT2

Verificare la capacità residua di produzione di insulina nel diabete di lunga 
durata

La misura della concentrazione dell’insulina è utile:

Valutazione clinica dell’ipoglicemia a digiuno

Studio dell’insulino-resistenza mediante test dinamici da carico di glucosio

I fattori di rischio per l’insulino-resistenza includono:

•Obesità, in particolare obesità addominale
•Familiarità di diabete
•Diabete gestazionale
•Sindrome dell’ovaio policistico 
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Perché si preferisce la misura della concentrazione 
del C peptide e non dell’insulina per valutare la 

funzione delle beta cellule pancreatiche?

QUESTION SLIDE (1)

A.  Perché il C peptide è più 
economico e di più rapida 

esecuzione

B. Per la sua emivita più lunga, il 
rilascio equimolare con l’insulina e 

per la sua clearance renale

C. Perché le beta cellule 
pancreatiche producono più C 

peptide 

D. Perché il C peptide circolante 
ha una concentrazione maggiore 

rispetto all’insulina
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All’inizio degli anni 60 è stato messo a punto il 1° metodo immunometrico a
tracciante isotopico per la determinazione dell’insulina, che ha consentito alla
Yelow di ricevere nel 1977 il premio Nobel per la medicina.
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La specificità è stata raggiunta 
mediante l’uso di anticorpi 

monoclonali diretti contro l’epitopo 
della regione N-terminale della 

catena A (A1, A4, A8-10) o l’epitopo 
della regione C-terminale della 

catena B (27-30)

ADA Workgroup considera i saggi adeguatamente specifici se presentano:

una cross-reattività inferiore al 3%

una performance accettabile alle basse concentrazioni  (<12 pmol/L)

Tali epitopi, nella proinsulina, sono infatti oscurati dal C-peptide. 
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Emolisi

Autoanticorpi

Mancanza di standardizzazione tra i metodi di dosaggio

Diversa cross-reattività con analoghi farmacologici dell’insulina

PRINCIPALI CRITICITA’ NELLA MISURA DELL’INSULINA

Diapositiva preparata da GIULIA CANU e ceduta alla Società Italiana di Diabetologia. 

Per ric
evere la versione originale si prega di scrivere a siditalia@siditalia.it



Un’emolisi anche leggera può influenzare   
negativamente la determinazione    
dell’insulina per il rilascio da parte dei 
globuli rossi di un enzima degradante 
l’insulina.

EMOLISI

L’emolisi non interferisce nelle determinazione dei livelli di C-Peptide
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Alcuni autori hanno individuato un’equazione di correzione
individualizzata che, tenendo conto del grado di emolisi e del tempo di
esposizione all’emolisi, permette di ottenere valori di insulina sui
campioni intenzionalmente emolizzati, corrispondenti a quelli ottenuti sui
campioni non emolizzati.

EMOLISI
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INTERFERENZA DELL’EMOLISI SUI 
RISULTATI

Indice HOMA
QUICKI (Quantitative insulin-sensitivity Check index)
ISI Matsuda
Indice di insulino resistenza
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Perché la misura del C peptide non risente della 
presenza di emolisi?

QUESTION SLIDE (2)

A.  Perché il C peptide può essere 
dosato solo nelle urine

B. Perché esiste un’equazione 
per calcolare la concentrazione di 
C peptide in presenza di emolisi

C. Perché l’enzima insulinasi che 
viene rilasciato in seguito ad 

emolisi degrada solo l’insulina

D. Perché non ci sono studi che 
indicano che il C peptide venga 
degradato in presenza di emolisi
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Gli autoanticorpi anti-insulina possono essere presenti nella fase preclinica,
all’esordio della malattia e nel siero del 50-70% dei bambini con DT1. Essi
devono essere distinti dagli anticorpi anti-insulina che compaiono a seguito
della terapia insulinica.
Interferiscono con gli immunodosaggi portando ad una sovrastima dei valori
misurati di insulina.

ANTICORPI ANTINSULINA
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Gli epitopi riconosciuti dagli anticorpi antinsulina sono localizzati nelle
regioni aminoacidiche B1-B3 e A8-A10 e differiscono dagli epitopi
verso cui sono diretti gli anticorpi monoclonali del kit.

La misura dell’insulina libera richiede che gli anticorpi antinsulina
siano rimossi, cosa che può essere ottenuta mediante precipitazione
con PEG.

ANTICORPI ANTINSULINA

Anticorpo 
monoclonale

Auto-anticorpo
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VERSO LA STANDARDIZZAZIONE
Valutazione delle precisione/performance dei metodi
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VERSO LA STANDARDIZZAZIONE
Valutazione delle precisione/performance dei metodi
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 Tutti i dosaggi sono calibrati contro il materiale di riferimento WHO-IRR
66/304 (definito in UI), una preparazione impura liofilizzata di insulina
pancreatica umana.

 Diversi fattori di conversione saggio-specifici per esprimere le
concentrazioni da UI/ml in pmol/L con conseguente aumento del bias tra i
differenti metodi.

 In alcuni metodi è stato osservato uno scarso recupero (64%-79%) del
materiale di riferimento aggiunto ad un pool di sieri, suggerendo che alcuni
dosaggi non sono proprio calibrati per la scarsa purezza del materiale di
riferimento.

Standardization of insulin immunoassay: Report of the American Diabetes association workgroup
Marcovina et al Clin Chem 2007 53:4; 711-716

STANDARDIZZAZIONE INSULINA
Valutazione dell’accuratezza del metodo
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 Anche gli immunodosaggi per la determinazione del C-peptide,
presentano ancora una certa variabilità tra metodi e necessitano di una
ristandardizzazione.

 Essi sono calibrati contro il materiale di riferimento WHO-IRR 84/510,
disponibile da oltre trent’anni.

 Il WHO nel novembre 2015, per imminente esaurimento delle scorte, ha
riconosciuto la necessità di una sostituzione del materiale di riferimento e
ha formalmente adottato la preparazione 13/146, costituito da C-peptide
umano sintetico, come 1° International Standard.

 Elevata stabilità e commutabilità (caratteristiche chimico-fisiche simili ai
campioni dei pazienti)

Questo materiale è ora disponibile su richieste al NIBSC.
Quando tutte le ditte adotteranno questo nuovo standard come calibratore, si

migliorerà la standardizzazione e l’armonizzazione, riducendo la variabilità
tra metodi.

STANDARDIZZAZIONE C-PEPTIDE
Valutazione dell’accuratezza del metodo
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 L’introduzione sul mercato, a scopo terapeutico, di nuovi analoghi
dell’insulina, ha reso necessario definire il diverso grado di cross-
reattività con i metodi immunometrici attualmente presenti in
commercio.

 Diversi lavori hanno indagato su questo, permettendo ai clinici di
conoscere le diverse caratteristiche dei kit disponibili e dell’ampia
variabilità di cross-reattività con analoghi dell’insulina e con i loro
metaboliti.

ANALOGHI DELL’INSULINA

Diapositiva preparata da GIULIA CANU e ceduta alla Società Italiana di Diabetologia. 

Per ric
evere la versione originale si prega di scrivere a siditalia@siditalia.it



% CROSS-REATTIVITA’ ANALOGHI DELL’INSULINA

In questo studio è stato dimostrato che quattro
dosaggi erano specifici per l’insulina umana
presentando una trascurabile cross-reattività
con gli analoghi considerati.
Gli anticorpi di questi 4 metodi
riconoscono parti dell’insulina che sono
alterate negli analoghi studiati!
La cross-reattività è in funzione del legame
degli anticorpi impiegati nel dosaggio.

Diapositiva preparata da GIULIA CANU e ceduta alla Società Italiana di Diabetologia. 

Per ric
evere la versione originale si prega di scrivere a siditalia@siditalia.it



Come conseguenza, quando si sospetta la somministrazione nascosta di
insulina, dovrebbero essere usati contemporaneamente uno dei quattro
dosaggi insulino-specifici insieme ad un secondo kit di insulina che
presenta una significativa cross-reattività con analoghi dell’insulina.
L’uso complementare di due diversi saggi, permette di evidenziare casi di
ipoglicemia factitia mediante i risultati discordanti dei due test.

Extensive study of human insulin immunoassays: promises and pitfalls for insulin analogue detection and quantification.
B. Heurtault, N. Reix, N. Meyer, F. Gasser, M. Wendling, C. Ratomponirina, N. Jeandidier, R. Sapin, A. Agin. Clin Chem Lab 
Med. 2014.

CROSS-REATTIVITA’ ANALOGHI DELL’INSULINA

 Ipoglicemia factitia

 Doping
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Take a message…
 La determinazione dell’insulina e del C peptide può essere diversa

a seconda del metodo utilizzato

 I vari metodi differiscono nella loro capacità di riconoscere i diversi
tipi di insulina

 Determinazioni periodiche dei livelli di insulina e C peptide
dovrebbero essere eseguite sempre nello stesso laboratorio per
garantire la coerenza del metodo

 Conoscere il metodo usato per determinare insulina e C-peptide
permette una corretta interpretazione del risultato

Nel caso siano presenti anticorpi anti-insulina, questi possono
interferire con il test e si rende necessaria la loro rimozione per
assicurare una corretta determinazione della concentrazione di
insulina
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Take a message…

 Interfacciamento tra clinici e laboratorio

 Supporto da parte del laboratorio per la conoscenza delle
caratteristiche analitiche dei diversi kit e del risultato analitico per
soddisfare le richieste dei clinici

 Sensibilizzare i clinici e renderli consapevoli che un grado medio di
emolisi ha un effetto significativo sulla determinazione dell’insulina e
può condurre ad un’errata interpretazione dei risultati.Diapositiva preparata da GIULIA CANU e ceduta alla Società Italiana di Diabetologia. 
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Perché è importante conoscere il metodo per la 
determinazione dell’insulina?

QUESTION SLIDE (3)

A.  Perché lo raccomanda 
l’American Diabetes Association

B. Perché i test per l’insulina sono 
importanti per la diagnosi di 

diabete

C. Perché l’enzima insulinasi che 
viene rilasciato in seguito ad 

emolisi, degrada solo l’insulina

D. Perché la standardizzazione 
dei metodi è incompleta e perché 

si possono ottenere risultati 
discordanti a causa di alcune 
criticità sul test dell’insulinaDiapositiva preparata da GIULIA CANU e ceduta alla Società Italiana di Diabetologia. 
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 Sono passati 60 anni dalla prima determinazione dell’insulina. A
dispetto di ciò la standardizzazione e l’armonizzazione dei metodi
tra i vari laboratori e degli intervalli di riferimento non è stata
ancora raggiunta.

 Per il C peptide siamo più avanti nella standardizzazione e
nell’armonizzazione degli immunodosaggi grazie all’introduzione del
1° IS 13/146

 È importante quindi conoscere il test di laboratorio che stiamo
utilizzando per una valutazione più completa del dato correlato alla
clinica del paziente

CONCLUSIONI
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GRAZIE PER L’ATTENZIONE
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