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SUMMARY
Different approaches have been implemented to overcome the limitations that typically and differently influ-
ence both randomized clinical trials and observational studies. Mendelian randomization studies, in which 
functional genetic variants serve as tools (“instrumental variables”) to approximate modifiable environ-
mental exposures, have been developed and implemented in the context of observational epidemiological 
studies to strengthen causal inferential estimates in non-experimental situations. Since genetic variants are 
randomly transferred from parents to offspring at the time of gamete formation, they can realistically mimic 
the random allocation process of treatment in a randomized clinical trial, offering a strategy to eliminate, or 
anyway reduce, the typical residual confounding of observational studies, thus making it possible to obtain 
generalizable results for the entire population. If correctly conducted and carefully interpreted, Mendelian 
randomization studies can provide useful scientific evidence to support or reject causal hypotheses that 
verify the association between environmental exposures and diseases. This evidence may provide useful in-
formation to identify new potential drug targets, with a higher probability of success than approaches based 
on animal studies or in vitro. This review summarizes the history and context of Mendelian randomization, 
the main features of the study design, the assumptions for a correct use, and a brief discussion on the ad-
vantages and disadvantages of this approach. In addition, an overview of what the Mendelian randomization 
technique has contributed to date in the field of dyslipidemias has also been presented. 

Keywords: Genetic Epidemiology; Mendelian randomization; Genetic variant; Instrumental Variable; 
Causal inference; Cardiovascular diseases.
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Introduzione

Una delle finalità dell’epidemiologia ge-
netica è quella di studiare la frequenza, le 
cause, la distribuzione e il controllo delle 
malattie in relazione ai fattori genetici e di 
approfondire il ruolo di questi e della loro 
interazione con i fattori ambientali nella 
frequenza di malattia nelle popolazioni (1). 
Con l’introduzione di nuove tecniche di 
studio del genoma umano, questa scienza 
è via via diventata un supporto all’epide-
miologia osservazionale, che studia invece 
le caratteristiche delle malattie (frequenza, 
andamento, cause) a livello di popolazione, 
nel comprendere gli aspetti ereditari delle 
patologie e la predisposizione individuale a 
queste, soprattutto in un’ottica di “cura per-
sonalizzata” (2).

L’incontro tra queste due scienze nasce 
da un’esigenza ben precisa: ottenere soli-
de evidenze scientifiche osservando e stu-
diando soggetti “reali”, ossia donne e uo-
mini, giovani e anziani che sono sottoposti 
alla pratica clinico-assistenziale quotidia-
na, caratterizzati da problemi clinici com-
positi e/o malattie croniche, che spesso 
comportano l’assunzione di molti farmaci. 
In altre parole, studiare soggetti che per la 
loro “complessità” non rientrerebbero nei 
criteri di inclusione degli studi clinici con-
trollati e randomizzati (RCT), che da sem-
pre sono considerati il gold-standard della 
ricerca clinica, ovvero il disegno di studio 
più accurato per rispondere ad un quesito 
diagnostico di causalità, relativo per lo più 
all’efficacia e alla sicurezza di un tratta-
mento farmacologico (3). In questa tipolo-
gia di disegno di studio, la tecnica di ran-
domizzazione, per la quale i soggetti reclu-
tati vengono assegnati in modo casuale al 
gruppo di intervento (ad esempio esposti 
al farmaco) o al gruppo di controllo (sog-
getti non esposti), rende comparabili i 
gruppi di pazienti per più fattori noti e non 

noti (“confondenti”), e consente di accer-
tare che l’associazione fra il fattore di ri-
schio (esposizione) e la malattia outcome 
sia causale.

Nonostante negli ultimi 40 anni i trial 
randomizzati e controllati siano stati la pie-
tra angolare per lo sviluppo di innumerevo-
li strategie terapeutiche, anche in ambito 
cardiovascolare dove ad esempio gli RCT 
hanno contribuito a dimostrare il beneficio 
clinico ottenibile riducendo i livelli delle li-
poproteine a bassa densità (LDL), una del-
le principali criticità di questa tipologia di 
studio rimane la limitata applicabilità dei 
risultati in ambito clinico, perché spesso 
condotti in popolazioni estremamente sele-
zionate e in condizioni assistenziali ideali 

Elenco degli argomenti trattati
n La randomizzazione Mendeliana è un metodo di ricer-

ca che fornisce evidenze solide su relazioni causali pu-
tative tra fattori di rischio modificabili ed esiti clinici, 
usando le varianti genetiche per ricreare lo schema di 
randomizzazione in un contesto osservazionale.

n Gli studi di randomizzazione Mendeliana hanno meno 
probabilità di essere influenzati da fattori confondenti 
e da causalità inversa, distorsioni che tipicamente in-
ficiano sulla stima di associazione ottenuta negli studi 
osservazionali convenzionali.

n Tuttavia, come tutti gli approcci analitici, anche la ran-
domizzazione Mendeliana si basa su assunti, e la plausi-
bilità di queste ipotesi deve essere accertata.

n Gli studi di randomizzazione Mendeliana rappresen-
tano importanti elementi di supporto per il disegno di 
nuovi trial clinici randomizzati e per l’implementazione 
delle policies e delle misure di sanità pubblica. Tuttavia, 
la rilevanza delle evidenze ottenute da questo nuovo ap-
proccio dovrà essere interpretata alla luce delle eviden-
ze disponibili.

n Gli studi di randomizzazione Mendeliana hanno contri-
buito alla comprensione della patogenesi della malattia 
cardiovascolare. In questo ambito, tale approccio, può 
rappresentare una strategia pratica non solo per perso-
nalizzare la prevenzione e il trattamento, ma anche per 
individuare target farmacologici promettenti per lo svi-
luppo di nuove terapie.
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(limitata validità esterna). E sebbene gli 
studi osservazionali possano offrire l’op-
portunità di studiare “situazioni di vita rea-
le”, risulta difficile con questi studi provare 
con certezza un rapporto di causalità, poi-
ché l’associazione fra due variabili non è di 
per sé una condizione sufficiente a provare 
una relazione di causa-effetto (4).

L’unica strategia utile a studiare la natu-
ra causale di un’associazione utilizzando 
dati osservazionali, sembra quella di ricre-
are la tecnica di randomizzazione anche 
nel contesto osservazionale, per potere da 
un lato suddividere la popolazione in grup-
pi omogenei che differiscono solo per il 
fattore esposizione che si vuole studiare, 
controllando perciò l’azione di altre varia-
bili estranee all’esposizione, dall’altro lato 
studiare questa relazione in un campione 
eterogeneo che consenta di ottenere risul-
tati generalizzabili all’intera popolazione.

L’approccio della “randomizzazione 
Mendeliana” fornisce una risposta a que-
sta necessità, rappresentando un tentativo 
di introduzione dello schema di randomiz-
zazione in un contesto osservazionale, tra-
mite l’utilizzo di dati genetici per definire 
e stimare l’effetto causale di fattori di ri-
schio modificabili (non genetici) (5).

L’approccio della randomizzazione 
Mendeliana

Il principio della randomizzazione Men-
deliana (RM) risale ad almeno 30 anni fa 
(6) ed è stato attribuito a Katan (7), sebbe-
ne nel contesto dell’epidemiologia osserva-
zionale tale termine sia stato utilizzato solo 
verso la fine dello scorso millennio (8). 
Thomas e Conti hanno sottolineato che la 
RM è un’applicazione del metodo delle va-
riabili strumentali, le quali sono comune-
mente usate in econometria (9). L’uso di 
questo metodo in epidemiologia ha susci-
tato un forte interesse e ha subìto una rapi-

da crescita, con un ampio riconoscimento 
delle sue potenzialità statistiche (10-12).

Come suggerisce il nome stesso, il con-
cetto di RM si basa sul principio dell’assor-
timento indipendente dei caratteri di Men-
del (ricordato come “il padre della geneti-
ca”), secondo il quale i geni parentali ven-
gono trasferiti alla progenie distribuendosi 
in maniera casuale (random) al momento 
della formazione dei gameti. Con questo 
fenomeno biologico si genera un contesto 
simile al trial randomizzato controllato, in 
quanto gli individui di una popolazione ere-
ditano casualmente solo un certo allele di 
un dato genotipo (variante genetica), pro-
prio come i partecipanti a un trial clinico 
ricevono casualmente il trattamento che 
viene testato nel trial (13).

Tuttavia, a differenza del trial randomiz-
zato in cui si valuta l’efficacia di un inter-
vento su un determinato outcome, negli 
studi di RM l’effetto delle varianti geniche 
(polimorfismo di un determinato gene X) 
sulla malattia è funzionale alla comprensio-
ne del rapporto esistente fra un fenotipo 
intermedio (come ad esempio i livelli circo-
lanti della proteina codificata dal gene X) 
ed il rischio di sviluppare l’evento. Nello 
specifico, il gene polimorfico è uno “stru-
mento” tramite il quale è possibile fare in-
ferenze di causalità fra il suo prodotto (pro-
teina che determina un fenotipo interme-
dio) e la malattia, in assenza di confondi-
mento, dato che l’effetto dei geni (informa-
zione presente nel corredo genetico sin 
dalla nascita) è indipendente da fattori 
ambientali o legati allo stile di vita che, in-
vece, sono elementi tipici di confondimen-
to dell’analisi negli studi osservazionali.

In Figura 1 è rappresentata l’analogia 
tra studio di RM e trial randomizzato con-
trollato, richiamando l’attenzione sulla na-
tura non influenzata da fattori confondenti 
delle esposizioni determinate da varianti 
genetiche (analogo alla natura libera da 
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Figura 1 - Confronto tra studio randomizzato controllato e studio di 
randomizzazione Mendeliana.

confondimento di un intervento rando-
mizzato), sulla mancanza di possibilità di 
causalità inversa come influenza dell’asso-
ciazione esposizione-outcome in entrambi 
i di segni di studio e sull’importanza dei 
confronti tra i gruppi definiti dalla varian-
te genetica, indipendentemente dall’asso-
ciazione tra la variante genetica e l’esposi-
zione all’interno di un particolare indivi-
duo (14, 15).

Assunti degli studi  
di randomizzazione Mendeliana  
e analisi delle variabili strumentali

Nelle analisi di RM si utilizzano varianti 
genetiche note come strumenti (per que-
sto definite in inglese “instrumental varia-
bles”, IV) per identificare e provare l’esi-
stenza di un rapporto di causalità tra l’espo-
sizione a fattori di rischio modificabili e 
outcome correlati normalmente al rischio 
di malattia, in assenza di confondimento.

Più in dettaglio, la variante genetica in 
studio, che si sa essere associata ad un’e-
sposizione di interesse, funge da proxy per 
livelli più alti o più bassi di esposizione; 
perciò, un’associazione osservata tra la va-
riante genetica e l’outcome sostiene l’ipote-
si che l’esposizione in questione sia corre-
lata in maniera causale all’outcome stesso 
(7, 15).

Affinché una variante genetica sia indi-
cata per stabilire delle inferenze di causali-
tà, deve soddisfare tre assunti fondamenta-
li, rappresentati in Figura 2:
1. Assunto di rilevanza: la variante geneti-

ca sia associata in modo causale al fatto-
re di rischio/esposizione di interesse 
(freccia #1);

2. Assunto di indipendenza: i fattori con-
fondenti che intervengono nell’associa-
zione fattore di rischio-outcome non sia-
no correlati in alcun modo alla variante 
genetica (freccia #2);

3. Assunto di restrizione di esclusione: la va-
riante genetica sia associata all’outcome 
solo e soltanto tramite il suo effetto sul 
fattore di rischio (freccia #3).
Si noti che tali ipotesi devono essere 

giustificate da una base biologica attendibi-
le (16).

Il primo assunto garantisce che i gruppi 
definiti dalla variante genetica abbiano li-
velli medi diversi di esposizione, in modo 
tale che esista una differenza sistematica 
tra i due gruppi. Se una variante genetica 
non è associata in modo significativo (si in-
tenda significatività statistica della forza di 
associazione) all’esposizione, si parla di 
variabile strumentale debole, con un pote-
re di predizione di un vero effetto causale 
che risulterà basso. Il secondo assunto, co-
me già discusso precedentemente, assicu-
ra che il confronto tra i gruppi sia libero da 
bias, in quanto tutte le altre variabili possi-
bilmente interferenti sono equamente di-
stribuite tra i gruppi. Infine, il terzo assun-
to garantisce che il nesso causa-effetto tra 
la variante genetica e l’outcome sia mediato 
esclusivamente dal fattore di rischio. Que-
sto fa in modo che non vi siano altri path-
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Figura 2 - Rappresentazione grafica del disegno di studio e dei tre assunti (rilevanza, indipendenza, restrizione di esclusione) 
di una variabile strumentale.

way alternativi a quelle che include l’espo-
sizione oggetto di studio, attraverso i quali 
la variante possa essere associata all’outco-
me (17).

Nel momento in cui questi assunti sono 
verificati, è possibile misurare l’associazio-
ne tra variante e outcome, fornendo una 
stima, in assenza di confondimento, dell’ef-
fetto che l’esposizione “permanente” (life-
long exposure) al fattore di rischio ha sul-
l’outcome, in maniera analoga ad un trial 
randomizzato a lungo termine.

Violazione degli assunti

Meccanismi biologici
La prima categoria di condizioni che 

possono determinare una violazione degli 
assunti, e quindi rendere una variante ge-
netica non valida per stabilire delle inferen-
ze di causalità, è da ricercarsi nei meccani-
smi biologici sottostanti (17).

Pleiotropia verticale e multifunzionalità 
dei geni: con questo termine ci si riferisce 
alla condizione in cui la variante genetica 
risulta associata a più di un fattore di ri-
schio, rappresentando una proxy per più di 
una esposizione che a sua volta può avere 
effetto sull’outcome di interesse (violazione 
dell’assunto di restrizione di esclusione). 

Se non viene studiata in modo approfondi-
to la variante genetica e il suo effetto sull’e-
sposizione, gli effetti pleiotropici possono 
rappresentare un problema.

Canalizzazione: il fenomeno di canalizza-
zione o adattamento biologico consiste nel 
forzare, o appunto “canalizzare”, l’espressio-
ne genica verso determinati percorsi. Tale 
adattamento può essere ottenuto attraverso 
la ridondanza genetica (più di un gene che 
ha la stessa o simile funzione) o attraverso 
percorsi metabolici alternativi.

Eredità non mendeliana
Una seconda categoria di effetti risulta 

una conseguenza dell’eredità non mende-
liana. Sebbene i principi mendeliani affer-
mino che caratteri diversi sono trasmessi 
indipendentemente l’uno dall’altro, questo 
non è sempre vero in pratica. Con l’acce-
zione “eredità non mendeliana” ci riferia-
mo ad un termine che indica un qualsiasi 
modello ereditario in cui i singoli compo-
nenti non segregano secondo le leggi di 
Mendel, e in particolare secondo la legge 
di segregazione indipendente (17).

Linkage disequilibrium: è possibile che il 
locus sul cromosoma in studio sia in linkage 
disequilibrium con un altro locus polimorfi-
co. In altre parole, un particolare motivo per 
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cui le varianti genetiche possono essere ere-
ditate insieme è perché queste si trovano 
fisicamente vicine sullo stesso cromosoma. 
Ciò sarà fonte di confondimento se sia il lo-
cus in studio che quello con cui si trova in 
linkage disequilibrium sono entrambi asso-
ciati all’outcome di interesse.

Modificatore di effetto: fenomeno statisti-
co che riguarda l’interazione tra l’effetto di 
una variabile (tipicamente dell’esposizione) 
e i valori di una covariata, che determina u-
na variabilità dell’associazione causale 
dell’esposizione tra gli strati definiti dai li-
velli della covariata. Fattori che possono de-
terminare questo fenomeno includono ad 
esempio la variazione epigenetica e imprin-
ting genomico. Questa tipologia di effetto 
raramente da sola comporta una violazione 
degli assunti per una variabile strumentale; 
tuttavia potrebbe complicare l’interpretazio-
ne dei risultati in uno studio di RM se esisto-
no ragioni biologiche per cui alcune associa-
zioni genetiche risultano più forti, o più de-
boli, in alcuni strati della popolazione (si 
pensi ad esempio ad un diverso impatto di 
alcune varianti genetiche tra uomini e don-
ne). In questi casi la stima ottenuta per que-
sti strati potrebbe non essere rappresentati-
va dell’effetto nell’intera popolazione.

Effetti di popolazione
Un’ultima categoria di effetti che posso-

no invalidare le variabili strumentali è rela-
tiva agli effetti di popolazione (17).

Stratificazione della popolazione: avviene 
quando esistono sottogruppi della popola-
zione che differiscono sia per tassi di malat-
tia che per frequenza degli alleli di interes-
se. Ciò può provocare associazioni spurie 
(non libere da confondimento) tra genotipo 
e malattia nell’intera popolazione in studio.

Effetto di determinazione: se la variante 
genetica è associata con un criterio di ar-
ruolamento nello studio, allora la propor-
zione relativa di soggetti in ogni sottogrup-

po genetico non seguirà la stessa propor-
zione identificata nella popolazione genera-
le. Di conseguenza, l’associazione genetica 
con l’outcome individuata in questo cam-
pione potrebbe non essere rappresentativa 
di ciò che accade nella popolazione genera-
le. Questo potrebbe rappresentare un pro-
blema negli studi che mirano a valutare 
associazioni genetiche in popolazioni di 
individui affetti da malattie. Se ad esempio 
si vuole condurre un trial clinico arruolan-
do pazienti in prevenzione secondaria per 
la malattia cardiovascolare, si deve consi-
derare che i soggetti con un maggior ri-
schio di malattia geneticamente determi-
nato hanno meno probabilità di sopravvive-
re fino al reclutamento nel trial, e quindi la 
randomizzazione degli individui in sotto-
gruppi genetici al momento del concepi-
mento non sarebbe valida nella popolazio-
ne in studio, portando ad associazioni ge-
netiche distorte.

Limiti e vantaggi della tecnica  
di randomizzazione Mendeliana

Sebbene in alcuni casi non sia possibile 
dimostrare in maniera conclusiva la validi-
tà degli assunti per le variabili strumentali 
selezionate, diverse tipologie di test e valu-
tazioni possono essere condotte per au-
mentare o diminuire la confidenza dell’uti-
lizzo di una determinata variante genetica. 
Tuttavia, una conoscenza biologica, piutto-
sto che un approccio statistico, dovrebbe 
costituire la “spina dorsale” di qualsiasi 
giustificazione dell’uso di una particolare 
variante genetica come variabile strumen-
tale in questa tipologia di disegno di studio. 
Ne consegue che è necessario prestare la 
dovuta attenzione all’interpretazione dei 
risultati di studi di RM a seconda della 
plausibilità degli assunti (18,19). Sotto l’as-
sunto che la variante genetica è un valido 
strumento, gli studi di RM possono rispon-
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dere a due importanti quesiti riguardanti 
un possibile effetto causale dell’esposizio-
ne sull’outcome ed, eventualmente, infor-
marci sulla dimensione dell’effetto. La ran-
domizzazione Mendeliana, infatti, viene ad 
oggi considerata una delle prospettive più 
promettenti per migliorare la comprensio-
ne della causalità negli studi basati sulla 
popolazione, sebbene vi siano delle limita-
zioni che devono essere prese in conside-
razione. Ad esempio, con questa metodolo-
gia è possibile solo esaminare aree per cui 
esistono varianti e polimorfismi funzionali 
(o marcatori genetici legati a tali polimorfi-
smi funzionali) che siano rilevanti per l’e-
sposizione modificabile di interesse (14, 
20). Inoltre, nel contesto degli studi di as-
sociazione genetica più in generale, è stato 
sottolineato che, in molti casi, anche se un 
locus è coinvolto in un processo metabolico 
correlato alla malattia, potrebbe non esser-
ci un marcatore adatto o un polimorfismo 
funzionale per consentire lo studio di que-
sto processo (21). Recentemente, comun-
que, la riduzione dei costi di genotipizza-
zione e il conseguente aumento degli studi 
di associazione su tutto il genoma (studi 
GWAS) hanno facilitato la scoperta di un 
numero considerevole di nuove varianti 
genetiche associate a fattori di rischio e 
outcome di malattia (22). Infine, nonostante 
l’analogia tra studio di RM e trial randomiz-
zato abbia creato un grande interesse nel-
l’uso di questo disegno di studio per antici-
pare i risultati attesi dagli studi clinici ran-
domizzati stessi, tale analogia presenta es-
sa stessa delle limitazioni. Se da un lato gli 
studi di RM infatti valutano l’effetto di cam-
biamenti geneticamente determinati (che 
perciò durano da tutta la vita) di un’esposi-
zione su un outcome, gli studi clinici rando-
mizzati valutano l’effetto di cambiamenti a 
breve termine e terapeuticamente indotti. 
La sfida diventa quindi quella di tradurre 
l’effetto causale di cambiamenti permanen-

ti di un’esposizione (effetto mendeliano) 
nell’effetto che ci si può attendere in rispo-
sta a cambiamenti terapeutici nel breve 
termine (effetto clinico) (23). Sfortunata-
mente, questo in uno studio di RM non è 
sempre realizzabile, dato che spesso l’ef-
fetto delle esposizioni genetiche sembra 
avere effetti cumulativi nel tempo sull’out-
come associato, con una conseguente so-
vrastima delle dimensioni dell’effetto atte-
so rispetto a quanto si potrebbe osservare 
nella pratica clinica. Nonostante questa li-
mitazione di cui è importante tenere conto, 
la RM può comunque essere utilizzata per 
predire in maniera accurata i risultati di 
studi clinici randomizzati (24,25), confron-
tando l’effetto di una variante di riferimen-
to che mimi una terapia che è stata valutata 
in studi randomizzati, e stimando il cam-
biamento che deve essere indotto nell’e-
sposizione per determinare un beneficio 
nell’outcome valutato in un trial randomiz-
zato a breve termine (23).

Applicazione della randomizzazione  
Mendeliana in ambito di dislipidemie

Solo di recente la ricerca in ambito car-
diovascolare ha beneficiato dell’implemen-
tazione di studi di RM, i quali hanno avuto 
un ruolo fondamentale nel confermare 
molte associazioni causali tra diversi fattori 
di rischio e alcune patologie. Nella mag-
gior parte dei casi, l’associazione tra questi 
fattori e le malattie era ben nota e derivata 
da studi clinici e osservazionali, ma la pos-
sibile presenza di distorsione, specialmen-
te in quest’ultimi, ha impedito di stabilire 
con certezza i meccanismi causali. Nell’am-
bito delle dislipidemie, di seguito sono ri-
assunti i risultati di alcuni studi di RM (26).

Colesterolo LDL
Negli ultimi anni, numerosi studi di RM 

hanno stabilito con fermezza la relazione 
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causale tra il colesterolo LDL (LDL-C) e il 
rischio di malattia coronarica acuta (CAD). 
In molti di questi studi le evidenze ottenu-
te, circa la riduzione dei livelli di LDL-C, 
sono risultate consistenti con quanto sup-
portato dagli studi clinici randomizzati (25, 
27). Da un punto di vista clinico, la riduzio-
ne dei livelli di LDL-C dovuta a varianti in 
geni regolatori del metabolismo lipidico 
sembra essere inferiore a quanto atteso; 
tuttavia, la riduzione del rischio di CAD ri-
sulta paragonabile a quanto osservato cli-
nicamente in seguito al trattamento con 
statine, suggerendo un beneficio derivante 
da un’esposizione permanente a bassi livel-
li di LDL-C, determinata da un particolare 
genotipo (27, 28).

Evidenze simili si sono riscontrate per 
un altro farmaco ipolipemizzante. Ezetimi-
be è un inibitore dell’assorbimento del co-
lesterolo che agisce a livello dell’intestino 
tenue, con un meccanismo di inibizione 
dell’attività della proteina NPC1L1 (Nie-
mann-Pick C1-like 1) che comporta un ab-
bassamento dei livelli di LDL-C. Alcune a-
nalisi di RM hanno identificato delle varia-
zioni polimorfiche sul gene NPC1L1 che si 
associano ai livelli sierici di LDL-C e rischio 
di CAD (24, 29).

L’inibizione di PCSK9 attraverso anti-
corpi monoclonali si è dimostrata efficace 
nel ridurre notevolmente gli eventi car-
diovascolari (30, 31). Un’analisi fattoriale 
2×2 di RM sul gene PCSK9 (proteina con-
vertasi subtilisina/Kexin tipo 9) ha evi-
denziato un’associazione log-lineare, do-
se-dipendente, tra l’abbassamento dei li-
velli di LDL-C mediato da PCSK9 e il ri-
schio di infarto miocardico o morte per 
CAD (25). Sulla base delle evidenze otte-
nute da studi di RM, non è però possibile 
trarre conclusioni in merito ad una mag-
giore efficacia nel ridurre i livelli di LDL-
C degli inibitori di PCSK9 rispetto alle 
statine. Ad oggi, non esiste un confronto 

diretto tra inibitori di PCSK9 e statine in 
studi clinici. Due recenti studi [FOURIER 
(31) e ODYSSEY (32)] hanno valutato 
l’efficacia degli inibitori di PCSK9 in popo-
lazioni ad alto rischio cardiovascolare, ri-
portando una marcata riduzione degli e-
venti cardiovascolari quando questi veni-
vano usati in combinazione con statine, 
rispetto alla monoterapia statinica. In que-
sti studi, gli inibitori di PCSK9 e le statine 
possono aver manifestato un’azione siner-
gica nel ridurre i livelli di LDL-C attraver-
so due meccanismi biologici diversi: i pri-
mi aumentando il riciclo dei recettori del-
le LDL e, quindi, il numero di recettori 
presenti sulla superficie degli epatociti; le 
statine bloccando il percorso di sintesi del 
colesterolo nel fegato attraverso l’inibizio-
ne della 3-idrossi-3-metil-glutaril-coenzi-
ma A (HMG-CoA) reduttasi.

Più recentemente, studi di RM hanno 
portato alla luce alcune delle più impor-
tanti evidenze scientifiche in ambito car-
diovascolare. Nel 2015, un ampio studio 
ha scoperto che la riduzione dei livelli di 
LDL-C con ezetimibe o con statine (in mo-
noterapia o in combinazione con ezetimi-
be) dovrebbe comportare una diminuzio-
ne del rischio di malattia coronarica com-
parabile tra le due terapie, in termini di 
entità del beneficio ottenuto per ogni ridu-
zione di un’unità di LDL-C; l’entità del be-
neficio clinico osservato risultava inoltre 
essere proporzionale alla riduzione asso-
luta dei livelli di LDL-C, indipendente-
mente dal trattamento utilizzato, o in altre 
parole, l’effetto della riduzione dei livelli 
di LDL-C sul rischio di CAD sembra esse-
re determinato dell’esposizione assoluta 
(in termini di tempo) a bassi livelli, indi-
pendentemente dal meccanismo con cui il 
colesterolo LDL viene ridotto. Questo, 
fornisce prove a sostegno del concetto 
“lower is better, earlier is better” (24, 33).

In aggiunta, uno studio che ha valutato 
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l’associazione di due score genetici, costruiti 
rispettivamente sulla base di varianti su ge-
ni regolatori del metabolismo dei trigliceri-
di (gene LPL) e delle LDL (gene LDLR), 
con il rischio di eventi cardiovascolari, ha 
mostrato che le varianti associate ad una ri-
duzione dei livelli di trigliceridi e quelle as-
sociate ad una riduzione dei livelli di LDL-C 
erano associate ad una riduzione di rischio 
paragonabile per ogni unità di lipoproteine 
contenenti Apolipoproteina B (ApoB). La 
riduzione del rischio cardiovascolare sem-
bra quindi essere indipendente, additiva e 
proporzionale alla variazione assoluta dei 
livelli di ApoB; in altre parole il beneficio cli-
nico derivante dall’abbassamento dei livelli 
di trigliceridi è simile a quello ottenibile dal-
la riduzione dei livelli di LDL-C per ogni va-
riazione unitaria nei livelli di ApoB (34).

Nel loro insieme, i risultati ottenuti da-
gli studi di RM hanno confermato quanto 
osservato clinicamente in studi randomiz-
zati sull’associazione causale tra livelli sie-
rici di LDL-C e rischio di CAD. Questa con-
sistenza nelle evidenze ha anche dimostra-
to che l’approccio di RM può essere utiliz-
zato per anticipare accuratamente i risulta-
ti di studi randomizzati, e convalidare nuo-
vi target farmacologici.

Colesterolo HDL
Gli effetti pleiotropici di alcune varianti 

implicate nel metabolismo lipidico hanno 
reso difficile stabilire un ruolo causale per 
il colesterolo contenuto nelle lipoproteine 
ad alta densità (HDL-C) che fosse indipen-
dente dagli effetti dei livelli del colesterolo 
LDL o dei trigliceridi, sebbene studi epide-
miologici e metanalisi abbiano costante-
mente riportato un’associazione inversa 
tra livelli di HDL-C e rischio di CAD (26). 
Evidenze estrapolate da cinque studi di 
RM hanno uniformemente mostrato che 
alterazioni geneticamente definite dei livel-
li di HDL-C non risultano predittive del ri-

schio di CAD (35-39). Tuttavia, vi sono d’al-
tro canto osservazioni da RM che confer-
mano la natura protettiva di HDL-C per la 
malattia cardiovascolare, indipendente-
mente dall’effetto di LDL-C e trigliceridi 
(40). Diversamente da precedenti tre inibi-
tori della proteina di trasferimento degli e-
steri del colesterolo (CETP) (torcetrapib, 
dalcetrapib ed evacetrapib) valutati in ampi 
studi clinici randomizzati, per i quali non è 
stata osservata una riduzione del rischio 
cardiovascolare in seguito all’aumento dei 
livelli di HDL-C, il recente studio REVEAL 
ha dimostrato che l’uso di anacetrapib, il 
più recente inibitore del CETP, in pazienti 
con aterosclerosi che stavano ricevendo 
una terapia con statine ad alta intensità, ha 
comportato un’incidenza minore di eventi 
coronarici maggiori (41). Tuttavia, è anco-
ra in discussione se l’effetto protettivo os-
servato possa essere attribuibile all’au-
mento dei livelli di HDL-C.

Rispetto al colesterolo LDL, il metaboli-
smo e la biologia del colesterolo HDL sono 
molto più complessi. I livelli di HDL-C for-
niscono informazioni solo sulla concentra-
zione sierica, ma non sulle caratteristiche 
funzionali delle particelle di HDL, come ad 
esempio sul potenziale efflusso di coleste-
rolo o sulla funzione antinfiammatoria. 
Pertanto, ulteriori evidenze sulla funzione 
del colesterolo HDL possono aiutare a i-
dentificare nuovi pathways genomici che 
possono fornire nuove strategie terapeuti-
che per la cura dell’aterosclerosi.

Trigliceridi
Le evidenze ottenute da studi di RM su-

gli effetti dei trigliceridi (TG) e delle lipo-
proteine ricche in TG sul rischio di atero-
sclerosi sono state contrastanti per molto 
tempo. In due analisi di RM multivariate è 
stato suggerito un deleterio effetto causale 
dell’aumento dei trigliceridi sul rischio di 
malattia coronarica (40, 42). Tuttavia, vi è 
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poca coerenza nelle associazioni delle sin-
gole varianti correlate ai trigliceridi con il 
rischio cardiovascolare (43), con alcune di 
queste fortemente associate al rischio di 
malattia e altre che non mostrano alcuna 
chiara relazione (44, 45). Successivamen-
te, un altro studio di RM ha riportato che 
concentrazioni plasmatiche geneticamente 
ridotte di TG misurate non a digiuno erano 
associate ad una ridotta mortalità per tutte 
le cause (46). Utilizzando score poligenici, 
anche una metanalisi di studi di RM ha uni-
formemente supportato un effetto causale 
dei TG sul rischio di CAD (36). Tuttavia, 
evidenze da un altro studio, dove è stato 
implementato un metodo di regressione 
multipla ponderato, ha recentemente di-
mostrato che il rischio di CAD viene com-
pletamente spiegato dai livelli sierici del 
colesterolo non-HDL, con nessuna associa-
zione con quella del colesterolo HDL e dei 
TG (47). Utilizzando questo approccio, la 
rianalisi dei dati di Do et al. (42) non ha più 
supportato un effetto indipendente dei li-
velli di TG sul rischio di CAD.

Una fenotipizzazione più dettagliata, co-
me la profilazione delle sottoclassi delle li-
poproteine, risulta quindi necessaria per 
capire la validità degli strumenti genetici u-
tilizzati negli studi di RM per valutare la cau-
salità dei livelli di TG sul rischio cardiova-
scolare, soprattutto in virtù del fatto che i 
remnants del colesterolo, definiti anche co-
me il colesterolo trasportato nelle particelle 
di lipoproteine a bassissima densità (VLDL) 
ricche in TG e nelle lipoproteine a densità 
intermedia (IDL) insieme ai chilomicroni in 
condizioni di non digiuno, sono stati recen-
temente identificati come un fattore di ri-
schio causativo per aterosclerosi (48).

Lipoproteina (a)
Il ruolo della lipoproteina (a) (Lp(a)) 

nella stima del rischio cardiovascolare è sta-
to e continua ad essere oggetto di dibattito. 

La Lp(a) è una particella simile alle LDL 
che può favorire la formazione di macrofagi 
e cellule muscolari lisce infarcite di lipidi 
derivati dalla fagocitosi delle LDL modifica-
te e la deposizione di colesterolo nelle plac-
che, e per questo risulta associata a CAD. A 
causa della mancanza di farmaci specifici, 
non è ancora stato disegnato uno studio cli-
nico randomizzato per verificare l’efficacia 
della riduzione dei livelli di Lp(a), anche se 
alcune terapie come niacina, anacetrapib ed 
evolocumab sono in grado di determinare 
una moderata diminuzione dei livelli sierici. 
Da un punto di vista genetico, vi sono inve-
ce alcune evidenze che potrebbero far pre-
supporre un’associazione causale con la 
malattia cardiovascolare. Uno studio di RM 
effettuato su partecipanti europei, ha mo-
strato che livelli elevati di Lp(a) risultano 
associati ad un aumento del rischio di infar-
to miocardico, sia che questi siano determi-
nati da un punto di vista genetico (aumento 
del rischio del 22%), sia che si valuti l’au-
mento plasmatico in maniera osservaziona-
le (aumento significativo del rischio dell’8%) 
(49). Infine, in un altro studio genetico, è e-
merso un aumento del rischio di malattia 
cardiovascolare all’aumentare dei livelli di 
uno score genetico, costruito includendo 
due varianti utilizzate per approssimare i li-
velli plasmatici di Lp(a) (50). Queste evi-
denze hanno aumentato la probabilità che il 
pathway che coinvolge Lp(a) sia causalmen-
te rilevante per le malattie cardiovascolari.

Altri biomarcatori valutati attraverso studi 
di randomizzazione Mendeliana

Diversi studi di RM sono stati imple-
mentati per valutare la rilevanza causale 
anche di altri numerosi biomarcatori. Par-
tendo da evidenze di studi genetici umani, 
la tecnica della RM ha confutato la rilevan-
za causale di alcuni marcatori, tra cui la 
proteina C reattiva, il fibrinogeno, l’acido 
urico, l’attività della fosfolipasi A2 associata 
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alla lipoproteina e l’omocisteina. Al contra-
rio, altri studi di RM hanno invece fornito 
evidenze sulla rilevanza causale di altri 
pathway nella malattia coronarica, incluso 
il recettore dell’interleuchina-6 (51).

Prospettive future

Uno studio randomizzato controllato è 
un setting sperimentale in cui vengono te-

state semplici ipotesi predefinite - l’effica-
cia di interventi mirati sull’uomo. Al con-
trario, uno studio di RM non presuppone 
un setting sperimentale, ma richiede che il 
setting determinato al concepimento ri-
manga tale quando i dati sull’esposizione e 
sulla malattia vengono raccolti. Questo è 
equivalente a supporre che le relazioni tra 
il gene e l’esposizione, tra il gene e la ma-
lattia e tra l’esposizione e la malattia siano 

Glossario 

Trial controllato e randomizzato (Randomized Controlled 
Trial, RCT): Disegno di studio nel quale le condizioni 
dello studio sono “manipolate” dal ricercatore. I sog-
getti nei gruppi di studio vengono assegnati al trat-
tamento di interesse in maniera casuale attraverso la 
randomizzazione. Al gruppo di controllo dello studio 
viene prescritto un trattamento di cui si conosce l’ef-
fetto, oppure nessun trattamento. Il RCT condotto in 
maniera metodologicamente corretta è considerato al 
vertice della cosiddetta “gerarchia delle prove di effi-
cacia”, secondo solo alla revisione sistematica.

Randomizzazione: Metodo di assegnazione casuale 
dei pazienti al braccio sperimentale o al braccio di 
controllo; usato negli studi clinici randomizzati per 
evitare che i risultati siano falsati da fattori sogget-
tivi o comunque interferenti.

Studio osservazionale: Disegno di studio nel quale si 
tende a dimostrare i possibili effetti di vari fattori 
di rischio o protettivi, su un gruppo di persone, 
osservando gli eventi che si verificano senza alcun 
intervento da parte dello sperimentatore.

Randomizzazione Mendeliana: Metodo che utilizza 
le informazioni genetiche (ereditate sin dal con-
cepimento e non modificabili) per determinare le 
relazioni causali tra fattori di rischio ed esiti della 
malattia in studi osservazionali.

Variabile strumentale: In statistica, econometria, epi-
demiologia e discipline correlate, il metodo delle 
variabili strumentali (Instrumental Variables, IV) 
viene utilizzato per stimare le relazioni causali 
quando esperimenti controllati non sono realizzabi-
li. In questa rassegna è intesa come variabile asso-
ciata al fattore di rischio di interesse, non correlata 
ad altri fattori di confondimento, associata all’esito 
(outcome) solo attraverso il fattore di rischio.

Variabile strumentale debole: Può verificarsi negli 
studi di randomizzazione Mendeliana quando si 
utilizzano una o più varianti genetiche che spie-
gano solo una piccola parte della variabilità del 
fattore di rischio, unita a una ridotta dimensione 
del campione.

Cromosoma: Struttura composta di DNA e proteine 
che porta gran parte dell’informazione genetica cel-
lulare.

Locus: Una specifica regione di un cromosoma. Può 
essere considerato sinonimo di gene.

Gene: Unità ereditaria.
Allele: Forma alternativa di un particolare carattere 

genetico, situato in corrispondenza di un particola-
re locus del cromosoma.

Genotipo: La descrizione esatta della costituzione gene-
tica di un individuo per quanto riguarda un singolo 
carattere oppure un insieme più grande di caratteri.

Linkage disequilibrium: Si riferisce ad un’associazio-
ne statistica (o correlazione) tra polimorfismi ge-
netici, di solito perché sono posizionati vicini sul 
gene.

Pleiotropia: Effetti delle varianti genetiche su più di 
un sistema biologico (una variante genetica può 
avere funzioni multiple, portando ad una stima er-
rata del rapporto causa-effetto).

Canalizzazione: Adattamento biologico compensativo 
degli effetti sul rischio di malattia.

Stratificazione della popolazione: Confondimento del-
l’associazione gene-malattia per appartenenza etni-
ca; frequenze alleliche, tassi di malattia o di espo-
sizione possono essere molto differenti e variabili 
tra diversi sottogruppi della popolazione e ciò può 
portare ad associazioni spurie.
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Questionario di auto-apprendimento

1. L’approccio della randomizzazione 
Mendeliana rappresenta:

a) Un tentativo di introduzione dello schema di 
randomizzazione in un contesto sperimenta-
le.

b) Un tentativo di introduzione dello schema 
di randomizzazione in un contesto osserva-
zionale.

c) Un tentativo di introduzione dello schema 
di randomizzazione sia in un contesto spe-
rimentale che in quello osservazionale.

2. I principali vantaggi che derivano 
dalla randomizzazione Mendeliana 
sono:

a) L’associazione tra polimorfismo e malat-
tia può mimare l’associazione tra una data 
esposizione e la malattia stessa, eliminando 
totalmente il problema di causalità inversa 
oltre che altri tipi di confondimento.

b) L’associazione tra polimorfismo e malat-
tia può mimare l’associazione tra una data 
esposizione e la malattia stessa, ma non può 
eliminare il problema di causalità inversa o 
l’effetto di altri tipi di confondimento.

c) L’associazione tra polimorfismo e malat-
tia può mimare l’associazione tra una data 
esposizione e la malattia stessa, eliminando 
però solo parzialmente il problema di cau-
salità inversa oltre che l’impatto di altri tipi 
di confondimento.

3. Gli studi di randomizzazione 
Mendeliana permettono:

a) Di estendere il rischio stimato ad una vita 
intera, o più in generale di confermare la 
tendenza del rischio oltre gli anni conside-
rati dallo studio di coorte.

b) Di confermare la tendenza del rischio oltre 
gli anni considerati dallo studio di coorte, 
ma anche di stimare in maniera consistente 
il rischio di malattia nel breve termine.

c) Di stimare in maniera consistente il rischio 
di malattia nel breve termine.

Risposte corrette:  
1B, 2A, 3A, 4C, 5C

4. Sebbene la randomizzazione 
Mendeliana apra nuove prospettive, 
la sua applicazione richiede che 
vengano rispettati alcuni assunti 
fondamentali. In particolare, è 
necessario accertare che:

a) Vi sia una differente prevalenza dell’allele 
di rischio all’interno della popolazione; il 
polimorfismo non sia in Linkage Disequi-
librium con un’altra variante in grado di 
influenzare il rischio di malattia e che non 
sia pleiotropico; sia ben nota la funzione del 
gene in esame e la sua relazione con la ma-
lattia si basi su un valido assunto biologico.

b) Vi sia una differente prevalenza dell’allele 
di rischio all’interno della popolazione; il 
polimorfismo non sia in Linkage Disequili-
brium con un’altra variante in grado di in-
fluenzare il rischio di malattia e che non sia 
pleiotropico.

c) Non vi sia una differente prevalenza dell’al-
lele di rischio all’interno della popolazione; 
il polimorfismo non sia in Linkage Disequi-
librium con un’altra variante in grado di 
influenzare il rischio di malattia e che non 
sia pleiotropico; sia ben nota la funzione del 
gene in esame e la sua relazione con la ma-
lattia si basi su un valido assunto biologico.

5. Gli studi di randomizzazione 
Mendeliana:

a) Sebbene siano caratterizzati da una forte 
validità interna difficilmente possono ap-
portare un importante contributo all’epi-
demiologia osservazionale data la bassa 
generalizzabilità dei risultati all’intera po-
polazione.

b) Sebbene siano caratterizzati da una bassa 
validità interna, rappresentano un approc-
cio fondamentale per la ricerca clinica e per 
lo sviluppo terapeutico.

c) Rappresentano essenziali elementi di sup-
porto per il disegno di nuovi trial clinici ran-
domizzati, per la stesura di linee-guida per 
la pratica clinica e per l’implementazione 
delle policies e delle misure di sanità pub-
blica, data la loro validità sia interna che 
esterna.
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tutte correttamente specificate, permetten-
do di stabilire una vera relazione di causa-
lità. Pertanto, benché sia necessaria molta 
cautela nell’interpretare correttamente gli 
studi che utilizzano la tecnica della rando-
mizzazione Mendeliana, essi possono ap-
portare un importante contributo all’epide-
miologia osservazionale, quando svolti con 
adeguata attenzione alla progettazione del-
lo studio, con uso appropriato dei metodi 
statistici, e se basati su chiare evidenze 
circa gli assunti sottesi alle inferenze di 
causalità.

Inoltre, il continuo sviluppo e i pro-
gressi relativi alle tecnologie associate al-
le discipline “omics”, insieme al perfezio-
namento degli attuali metodi statistici, 
fanno di questo approccio uno strumento 
fondamentale per la ricerca clinica e lo 
sviluppo terapeutico. Di conseguenza, 
questi studi diventano essenziali elementi 

di supporto per il disegno di nuovi trial cli-
nici randomizzai, per la stesura di linee-
guida per la pratica clinica e per l’imple-
mentazione delle policies e delle misure di 
sanità pubblica. Questo in particolare è 
vero per l’ambito cardiovascolare dove, 
sebbene siano stati raggiunti traguardi 
importanti per il trattamento della malat-
tia cardiovascolare, questa patologia rima-
ne tra le principali cause di morte a livello 
globale.

L’utilizzo della genomica per identifica-
re la vulnerabilità individuale è un’area di 
ricerca attiva che può rappresentare una 
strategia pratica non solo per personalizza-
re la prevenzione e il trattamento della ma-
lattia cardiovascolare (medicina di preci-
sione), ma anche per individuare target 
farmacologici promettenti e, di conseguen-
za, per informare adeguatamente la sco-
perta e lo sviluppo di nuove terapie.

RIASSUNTO

Diversi approcci sono stati implementati per superare i limiti che, tipicamente e in modo di-
verso, influenzano sia gli studi clinici randomizzati e che gli studi osservazionali. Gli studi di 
randomizzazione Mendeliana, in cui varianti genetiche funzionali servono da strumenti (“va-
riabili strumentali”) per approssimare esposizioni ambientali modificabili, sono stati sviluppati 
e implementati nell’ambito di studi epidemiologici osservazionali per raf forzare le stime infe-
renziali causali in situazioni non sperimentali. Poiché le varianti genetiche vengono trasferite 
casualmente dai genitori alla prole al momento della formazione del gamete, queste possono 
realisticamente imitare il processo di allocazione casuale del trattamento in uno studio clinico 
randomizzato, of frendo una strategia per eliminare, o comunque ridurre, il confondimento re-
siduo tipico degli studi osservazionali, permettendo quindi di ottenere risultati generalizzabili 
all’intera popolazione. Se condotti correttamente e interpretati attentamente, gli studi di rando-
mizzazione Mendeliana possono fornire evidenze scientifiche utili a supporto o rifiuto di ipotesi 
causali che verificano l’associazione tra esposizioni ambientali e malattie. Queste evidenze pos-
sono rappresentare informazioni utili per identificare nuovi potenziali bersagli farmacologici, 
con una probabilità di successo superiore rispetto ad approcci basati su studi sugli animali o in 
vitro.
Questa rassegna riassume la storia e il contesto della randomizzazione Mendeliana, le carat-
teristiche principali del disegno di studio, gli assunti per un utilizzo corretto, e una breve di-
scussione sui vantaggi e svantaggi di questo approccio. Viene, inoltre, presentata anche una 
panoramica di quali sono state le applicazioni fino ad oggi della randomizzazione Mendeliana in 
ambito di dislipidemie.

Parole chiave: Epidemiologia Genetica; Randomizzazione Mendeliana; Variante Genetica; Variabile 
Strumentale; Inferenza Causale; Malattie Cardiovascolari.
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