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1. INTRODUZIONE		

I	tumori	triplo	negativi	della	mammella	(TNBC)	sono	neoplasie	che	si	caratterizzano	per	l’assenza	di	

espressione	 nucleare	 dei	 recettori	 degli	 estrogeni	 (ER)	 e	 del	 progesterone	 (PgR)	 e	 dell’assenza	

dell’espressione	o	dell’amplificazione	del	gene	Human	Epidermal	Growth	Factor	Receptor	2	(HER2).	

In	 particolare,	 si	 considerano	 TNBC	 i	 tumori	 che	 presentano	 un’espressione	 di	 ER	 e	 PgR	 ≤1%	

all’indagine	immunoistochimica	(IHC)	e	presentano	HER2	tra	0	e	+1	all’IHC	o	2+	con	FISH	negativa	

(non	amplificata)	[1]	[2]	[3].	

	

Gli	 studi	 di	 espressione	 genica	 (Genomic	 Expression	 Profile,	 GEP)	 su	 DNA	 microarrays	 hanno	

permesso	di	identificare	5	sottotipi	intrinseci	o	molecolari	di	carcinoma	della	mammella	(BC)	[1].	In	

particolare,	SØrlie	et	al	[4].	hanno	individuato	due	sottotipi	ER	positivi	(Luminal	A	e	Luminal	B)	e	tre	

sottotipi	ER	negativi	(il	sottotipo	Basal-Like	HER2-/ER-;	il	sottotipo	HER2+/ER-	e	il	sottotipo	normal-

like/non	classificato),	caratterizzati	da	prognosi	significativamente	differenti.		

La	figura	sottostante	riporta	un	modello	del	possibile	sviluppo	dei	differenti	sottotipi	di	BC	a	partire	

da	sottotipi	cellulari	del	normale	tessuto	mammario	e	dalle	cellule	staminali	[5]:	
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Tuttavia,	 il	 GEP	 non	 può	 essere	 attualmente	 utilizzato	 su	 larga	 scala,	 per	 gli	 eccessivi	 costi,	 o	 su	

preparati	fissati	in	formalina	e	inclusi	in	paraffina	in	studi	retrospettivi,	pertanto	l’analisi	IHC	è	stata	

utilizzata	 come	 suo	 surrogato.	 Inoltre,	 il	 profilo	 ottimale	 del	 Basal-Like	 BC	 rimane	 incerto	

(ER/PgR/HeR2	negativi	e	citocheratina	CK	5/6	positivi	e/o	EGFR	positivi).	

Sebbene,	 in	 circa	 l’80%	 dei	 casi	 il	 fenotipo	 clinico	 e	 immunoistochimico	 “triplo	 negativo”	

corrisponda	al	 sottotipo	molecolare	Basal-Like,	 il	 TNBC	e	 il	Basal-Like	BC	costituiscono	due	entità	

separate	 [6]	 [7]	 [8]	 [9].	 Infatti,	 il	 TNBC	 include	 anche	 alcuni	 istotipi	 speciali	 come	 il	 carcinoma	

midollare,	 il	 carcinoma	 secretorio,	 il	 carcinoma	 metaplastico	 di	 basso	 grado	 e	 il	 carcinoma	

adenocistico	[1]	.	

1.1. Epidemiologia	

I	TNBC	rappresentano	il	15-20%	di	tutti	i	casi	di	tumore	della	mammella	(276480	nuovi	casi	stimati	

nel	2020,	il	primo	per	incidenza	nel	genere	femminile	e	la	prima	causa	di	morte	tra	le	neoplasie	del	

genere	femminile)	[10]	[6].		

I	TNBC	si	caratterizzano	per	una	prognosi	peggiore	ed	un	comportamento	clinico	più	aggressivo	dei	

non-TNBC.	 In	 particolare,	 la	 sopravvivenza	 a	 5	 anni	 delle	 pazienti	 affette	 da	 TNBC	 è	 del	 76.7%	

contro	 il	90.4%	delle	pazienti	affette	da	non-TNBC	[11].	 Inoltre,	 tra	 le	pazienti	con	TNBC	vi	è	una	

variabilità	di	sopravvivenza	a	5	anni	correlata	allo	stadio	clinico	di	malattia:	91.2%	per	una	malattia	

localizzata,	65%	per	una	malattia	con	diffusione	regionale	del	65%	e	11.5%	a	distanza	[11]	[12].	

Analogamente	il	tasso	di	recidiva	dei	TNBC	è	più	alto	rispetto	a	quello	dei	tumori	non-TNBC	a	con	

un	picco	entro	i	3	anni	dalla	diagnosi	[13]	[14].	 In	particolare,	Li	et	al.	hanno	calcolato	un	tasso	di	

recidiva	 a	 3	 anni	 di	 circa	 l’8%,	 15%	 e	 40%	 per	 gli	 stadi	 I,	 II	 e	 III,	 rispettivamente	 [15].	 Tuttavia,	

l’incidenza	delle	recidive	tende	a	ridursi	con	 il	 tempo	fino	a	raggiungere	gli	 stessi	 livelli	dei	BC	ER	

positivi/HER2	negativi	(HR	di	morte	a	più	di	6	anni	dalla	diagnosi	0.86,	IC95%	0.30-2.46)	[16].	Infine,	
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il	rischio	di	recidiva	a	lungo	termine	in	pazienti	con	TNBC	è	basso.	In	uno	studio	retrospettivo	su	873	

pazienti	con	TNBC	in	stadio	I-III	 libere	da	malattia	a	5	anni	dalla	diagnosi,	Reddy	et	al	 	[17]	hanno	

dimostrato	 che	 il	 Recurrence	 Free	 Interval	 annuale	 era	 del	 97%	 a	 10	 anni	 e	 del	 95%	 a	 15	 anni.	

Inoltre,	il	tasso	di	Recurrence	Free	Survival	del	91%	a	10	anni	e	del	83%	a	15	anni.	

Diversamente	 dai	 non-TNBC,	 le	 sedi	 principali	 di	 secondarietà	 sono	 viscerali	 (polmone,	 fegato	 e	

sistema	 nervoso	 centrale)	 [14]	 [18]	 .	 La	 sopravvivenza	 mediana	 dopo	 diagnosi	 di	 metastasi	 del	

sistema	nervoso	centrale	è	minore	di	sei	mesi	[19].		

	

I	fattori	di	rischio	per	TNBC	comprendono:	

1- La	mutazione	BRCA:	fino	al	20%	delle	pazienti	con	TNBC	presenta	una	mutazione	del	gene	

BRCA,	 in	 particolare	 di	 BRCA1	 (al	 contrario	 solo	 il	 6%	 dei	 non-TNBC	 sono	 associati	 alla	

mutazione	di	BRCA)	[20].	

2- Età:	 L’età	 media	 alla	 diagnosi	 è	 inferiore	 ai	 40	 anni,	 al	 contrario	 degli	 altri	 istotipi	 (età	

mediana	62	anni,	 range	55-64	anni	 [10]).	Trivers	et	al.	hanno	riportato	che	 le	donne	di	40	

anni	hanno	un	rischio	2	volte	maggiore	di	essere	affette	da	TNBC	alla	diagnosi	delle	donne	di	

età	superiore	ai	50	anni	(odds	ratio	[OR]	2.41,	IC95%	1.81-3.21)	[21].	

3- Razza:	 sono	 colpite	più	 frequentemente	donne	di	origine	 Latina	 [22]	 [6],	Afroamericana	e	

Africana		[6]	[11]	[21].	

4- Altri	 fattori:	 obesità	 [23]	 e	 età	 giovanile	 alla	 prima	 gravidanza	 sono	 stati	 associati	 ad	 un	

aumentato	rischio	di	TNBC,	mentre	la	parità	e	l’allattamento	sembrerebbero	avere	un	ruolo	

protettivo	[21]	[24].	

	

1.2. Presentazione	clinica	e	caratteristiche	istopatologiche	



7	
		

I	TNBC	hanno	un	comportamento	clinico	più	aggressivo	caratterizzato	da	una	rapida	crescita,	che	

rende	più	frequente	la	diagnosi	clinica	rispetto	a	quella	mammografica	[13]	[25].	

Si	presentano	solitamente	come	tumori	con	un	istotipo	duttale	infiltrante	[26]	o	con	il	raro	istotipo	

di	carcinoma	midollare	della	mammella.	

	

I	TNBC	presentano	generalmente	dimensioni	maggiori,	elevato	indice	mitotico,	margini	di	invasione	

definiti	(“pushing	border”)	ed	una	risposta	linfocitica	stromale	[26].	

Inoltre,	 i	TNBC	hanno	generalmente	uno	scarso	grading	valutato	secondo	 i	criteri	del	Nottingham	

Grading	 System,	 che	 considera	 la	 %	 di	 differenziazione	 tubulare/ghiandolare,	 il	 pleomorfismo	

nucleare	ed	il	numero	di	mitosi	per	10HPF.	

	

1.3. Classificazione	dei	TNBC	secondo	il	profilo	genomico	(GEP)	

Sono	stati	effettuati	alcuni	studi	di	GEP	nel	tentativo	di	ottenere	una	caratterizzazione	molecolare	

dei	TNBC	in	differenti	sottotipi	ed	ipotizzare	nuovi	approcci	terapeutici,	che	possano	affiancarsi	ai	

trattamenti	convenzionali,	per	la	gestione	di	queste	pazienti.	

	

In	particolare,	sono	state	proposte	le	seguenti	classificazioni:		

2011	 classificazione	 di	 Lehmann	 et	 al.	 include	 7	 sottotipi	molecolari:	 luminal	 androgen	 receptor	

(LAR),	 due	 tipi	 di	 basal-like	 (BL1	 and	 BL2),	 mesenchymal	 (M),	 mesenchymal	 stem-like	 (MSL),	

immunomodulatory	(IM),	unstable	(UNS).		

In	 tabella	ne	 sono	 riportate	 le	 caratteristiche	biologiche	e	 le	possibili	 terapie	dei	 diversi	 sottotipi	

genomici	[9]	:		
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*Mesenchymal	 stem-like=	 è	 simile	 al	 mesenchimale,	 con	 maggior	 angioneogenesi	 e	 più	 bassi	 livelli	 di	
claudina	
°	GEP	sostanzialmente	combacia	con	l’istotipo	midollare.			
	

Successivamente	 la	 stessa	 classificazione	 è	 stata	 semplificata	 dagli	 stessi	 autori	 in:	 Basal-Like	 1,	

Basal-Like	2,	Mesenchimale	e	Luminal	AR	[27].	

	

2015	 classificazione	 di	 Bustein	 et	 al.	 [28]	 include	 4	 sottotipi:	 cluster	 1	 (LAR),	 cluster	 2	

(mesenchimali),	 cluster	 3	 (Basal-Like	 Immune	 Suppressed,	 BLIS),	 cluster	 4	 (Basal-Like	 Immune	

Activated,	BLIA).	L’analisi	del	DNA	e	RNA	è	stata	condotta	su	198	TNB,	dimostrando	una	prognosi	

peggiore	per	 i	 tumori	BLIS	 in	 termini	di	DFS	e	OS,	mentre	 i	 tumori	BLIA	sembrerebbero	aver	una	

prognosi	migliore.	

Nella	figura	sottostante	è	riportato	un	confronto	tra	le	due	classificazioni	[29].	

Sottotipo	genomico		 Alterazione	biologica	 Possibili	terapie	
Luminal	AR	(LAR)	 Gene	del	Recettore	per	gli	Androgeni	 Terapia	antiandrogenica	

Basal-Like	1		 Proliferazione	cellulare	
Ciclo	cellulare	
Riparazione	DNA	
(92%	mutazione	p53	e	high	gain/amplificazione	
cMYC)	

PARP-inibitori	
CHT	contente	platino	

Basal-Like	2	 Ciclo	cellulare	 CHT	contenente	taxani	
Mesenchymal*		 Transizione	epiteliale-mesenchimale	

Growth	factor	signaling	
mTOR	inhibitors		
PI3K	inhibitors	
SRC	inhibitors		

Mesenchymal	 stem	
cell-like*	

Transizione	epiteliale-mesenchimale	
Angiogenesi	
Claudin-low	

Terapia	
antiangiogenetica	
mTOR	inhibitors		
PI3K	inhibitors	
SRC	inhibitors	

Immunomodulatory°	 Cellule	immunitarie		
Cytokines	signaling	
	Chemokine	signaling	
Antigen	presentation	

Inibitori	 dei	 checkpoint	
immunitari	 e	 altre	
terapie	immuno-based	
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1.4. I	biomarkers	del	TNBC		

I	 biomarkers	 sono	 definiti	 come	 variabili	 biologiche	 quantificabili	 e	 riproducibili.	 Nella	 pratica	 medica	

oncologica,	essi	possono	essere	utilizzati	come	parametri	per	predire	la	sopravvivenza	o	persino	la	risposta	

ad	un	trattamento	[29].		Nella	ricerca	traslazionale,	essi	possono	essere	fattori	usati	per	la	diagnosi	precoce,	

monitoraggio	del	trattamento	e	per	fornire	indicazioni	per	una	targeted	therapy.		

Di	 seguito	 sono	 riportati	 i	 biomarkers	 considerati	nello	 studio,	 con	 l’indicazione	del	 ruolo	prognostico,	del	

ruolo	predittivo	e	delle	possibili	applicazioni	terapeutiche	se	disponibili	i	dati	in	letteratura.	

	

1.4.a. Il	recettore	degli	Androgeni	(AR)	

È	 parte	 di	 un	 complesso	 di	 recettori	 nucleari	 per	 gli	 ormoni	 steroidei	 che	 modulano	 fattori	 di	

trascrizione,	 controllando	 l’espressione	 genica	 in	 diversi	 processi	 cellulari,	 talora	 in	 maniera	

dualistica.	 In	particolare,	AR	può	sia	stimolare	 la	proliferazione	sia	 la	de-differenziazione	cellulare	

ed	 indurre	 apoptosi	 e	 morte	 cellulare	 [29],	 grazie	 al	 cross-talk	 con	 altre	 vie	 di	 trasduzione	 del	
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segnale	tra	cui	 le	pathways	PI3K-AKT-mTOR	e	MAPK	e	con	alcune	key-protein	come	FOXA1,	PTEN	

ed	ERBB2	[30].		

	

Nei	BC,	l’azione	di	AR	è	in	funzione	della	presenza	dei	ER.	In	particolare,	AR	modula	la	trascrizione	

genica	 cellulare	 favorendo	 l’apoptosi	 nei	 BC	 ER	 positivi	 o	 la	 proliferazione	 cellulare	 nei	 BC	 ER	

negativi	 [30].	 Nei	 TNBC,	 l’espressione	 IHC	 di	 AR	 varia	 tra	 il	 10%	 e	 il	 35%	 in	 relazione	 ai	 cut-off	

considerati.	

Nei	sottotipi	LAR,	 il	 livello	di	AR	è	mediamente	9	volte	maggiore	degli	altri	sottotipi	di	TNBC	[31].	

Questo	sottotipo	è	stato	associato	alla	migliore	OS	nonostante	abbia	il	più	basso	tasso	di	pCR	alla	

NACT	(10%	versus	28%	per	i	TNBC	in	generale)	[32].	

Ruolo	Prognostico	

In	una	metanalisi	su	2826	pazienti	con	TNBC	reclutate	in	13	RCT,	Wang	et	al.	[33]	hanno	dimostrato	

che	il	24.4%	dei	casi	era	AR	positivo	e	che	questa	condizione	si	associava	a	basso	grado	tumorale	

(40.8%	AR	 negativi	 versus	 59.2%,	 p	 <	 0.001)	 ed	 un	minor	 rischio	 di	metastasi	 linfonodali	 (28.8%	

versus	 71.2%,	 p<	 0.01).	 Le	 pazienti	 con	AR	 positivo	 avevano	 un	miglior	DFS	 (HR	 0.809,	 95%	CI	 =	

0.659-0.995,	 p	 <	 0.05),	 ma	 non	 una	 migliorata	 OS	 (HR	 1.270,	 95%	 CI=0.904-1.782,	 p	 =	 0.168),	

indipendentemente	dai	cut-off	utilizzati.	Risultati	simili	sono	stati	ottenuti	da	Qu	et	al.	[34]	in	una	

metanalisi	su	551	pazienti	con	TNBC:	i	casi	AR	positivi	presentavano	un	miglior	DFS	(HR	0.40,	IC95%	

0.23–0.69),	ma	nessun	 effetto	 sull’OS	 (HR	1.17,	 IC95%	0.60-2.28).	 Thike	 et	 al.	 (699	 casi	 di	 TNBC)	

hanno	dimostrato	che	i	TNBC	con	elevata	espressione	di	AR	presenterebbero	bassi	 livelli	di	 indice	

mitotico	e	basso	grado	nucleare,	con	un	DFS	migliore	delle	pazienti	con	TNBC	AR	negativo	(p	0.05)	e	

un	trend	per	una	miglior	OS	(p	0.09)	[35].	Risultati	simili	sarebbero	stati	ottenuti	anche	nell’analisi	

del	sottotipo	Basal-Like	TNBC	(593	pazienti).	

Ruolo	predittivo	
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Alcune	evidenze	indicano	che	le	pazienti	con	TNBC	AR	positivo	sarebbero	maggiormente	resistenti	

al	 trattamento	 chemioterapico	 rispetto	 alle	 AR	 negativo.	 In	 particolare,	 la	 presenza	 di	 AR	

sembrerebbe	predittiva	della	risposta	alla	NACT.	In	particolare,	Asano	et	al.	[36]	hanno	dimostrato	

su	 61	 pazienti	 con	 TNBC	 sottoposte	 a	 NACT	 (4	 cicli	 di	 FEC	 trisettimanali	 e	 12	 cicli	 settimanali	 di	

paclitaxel)	che	 le	pazienti	con	tumori	AR	positivi	presentavano	un	tasso	di	pCR	significativamente	

inferiore	(p	0.001)	e	minor	DFS	(p	0.006).	L’assenza	di	espressione	di	AR	correlava	con	un	più	lungo	

DFS	 (HR	 5.26,	 IC95%	 1.39-19.86,	 p	 0.014)	 all’analisi	 univariata,	 non	 confermata	 però	 all’analisi	

multivariata	 (p	 0.08).	 Simili	 risultati	 sono	 stati	 ottenuti	 da	 Zhu	 et	 al.	 su	 165	 pazienti	 con	 TNBC	

trattate	con	NACT	(schema	sequenziale	con	antracicline	e	taxani)	[37].	La	pCR	è	stata	ottenuta	più	

frequentemente	 in	 pazienti	 con	 early-stage	 BC,	 tumori	 di	 basso	 grado	 e	 tumori	 AR	 negativi	 (OR	

0.327,	 IC95%	0.161–0.667,	p	0.002,	confermato	all’analisi	multivariata	p	0.003).	Al	contrario,	Jongen	et	

al.	[38]	hanno	trovato	che	la	probabilità	di	pCR	era	indipendente	dallo	status	AR,	ma	le	71	pazienti	

coinvolte	erano	state	sottoposte	a	NACT	con	farmaci	in	combinazioni	differenti.		

Le	possibili	applicazioni	terapeutiche		

Gli	 antagonisti	dei	 recettori	per	gli	 androgeni	 sono	comunemente	utilizzati	per	 il	 trattamento	del	

carcinoma	 della	 prostata	 e	 sono	 stati	 valutati	 per	 il	 trattamento	 dei	 TNBC,	 quale	 alternativa	 alla	

chemioterapia	 in	 pazienti	 con	 malattie	 metastatiche	 o	 avanzate.	 Tra	 i	 farmaci	 a	 disposizione,	 il	

bicalutamide	 è	 un	 antagonista	 AR	 di	 prima	 generazione	 non	 steroidale,	 che	 compete	 con	

l’androgeno	per	il	legame	con	AR	e,	quindi,	con	le	sequenze	ARE	(Androgens	Response	Elelments),	

inibendo	la	proliferazione	cellulare	[30].		

Gucalp	 et	 al.	 [39]	 hanno	 somministrato	 150mg	 di	 bicalutamide	 a	 pazienti	 con	 TNBC	metastatici,	

dimostrando	un	beneficio	clinico	nel	19%	(IC95%	7-39%),	un	PFS	mediano	di	12	settimane	(range	

11-22	settimane)	ed	un	buon	grado	di	tolleranza	del	farmaco	senza	eventi	avversi	di	grado	4/5.		
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L’enzalutamide,	è	un	antagonista	AR	di	seconda	generazione,	che	inibisce	la	traslocazione	nucleare	

del	recettore	per	gli	androgeni	ed	il	suo	legame	con	la	cromatina	e	con	cofattori.	Traina	et	al.	[40]	

hanno	 trattato	 78	 pazienti	 con	 TNBC	 avanzato	 o	 metastatico	 con	 enzalutamide	 160mg/die,	

dimostrando	un	beneficio	clinico	a	16	settimane	del	33%	(IC95%	23-45%)	e	a	24	settimane	del	28%	

(IC95%	 19-39%).	 La	 PFS	mediana	 è	 stata	 3.3mesi	 (IC95%	 1.9-4.1	mesi)	 e	 l’astenia	 è	 stato	 il	 solo	

effetto	avverso	di	grado	3	con	un’incidenza	del	2%.		

L’Abiraterone	è	un	inibitore	irreversibile	e	selettivo	dell’attività	enzimatica	di	CYP17.	In	uno	studio	

di	fase	II	[41]	è	stato	somministrato	con	il	prednisone	a	34	pazienti	con	TNBC	localmente	avanzato	o	

metastatico.	 Il	beneficio	clinico	a	6	mesi	è	stato	del	20%	(IC95%	7.7-38.6%)	e	 la	PFS	mediana	2.8	

mesi	(IC95%	1.7-5.4	mesi).	I	principali	effetti	collaterali	sono	stati	astenia,	ipertensione,	ipokaliemia	

e	nausea	di	grado1-2.	

	

1.4.b. Il	Forkhead	box	A1	(FOXA1)	

FOXA1	è	espresso	da	differenti	 tumori,	 incluso	 il	BC,	e	può	 legarsi	ai	promotori	di	più	di	100	geni	

associati	 con	 la	 regolazione	 di	 vie	 di	 segnalazione	 cellulare	 e	 del	 ciclo	 cellulare.	 FOXA1	 è	 infatti	

regolerebbe	 il	 legame	tra	ER	e	DNA	e	 la	trascrizione	dei	suoi	geni	target	[42],	 interagendo	con	gli	

istoni	H3	 e	H4	 ed	 aprendo	 così	 la	 cromatina	 [43].	Nei	 tumori	 ER	 positivi,	 l’espressione	 di	 FOXA1	

sembrerebbe	 direttamente	 correlata	 con	 quella	 di	 AR	 e	 si	 assocerebbe	 ad	 una	miglior	 prognosi,	

indipendentemente	dall’espressione	di	AR	[44]	[45].		

Nei	 sottotipi	 LAR	 di	 TNBC,	 FOXA1	 sembrerebbe	 essere	 fondamentale	 per	 il	 legame	 di	 AR	 con	 la	

cromatina,	la	sua	trascrizione	e	la	crescita	cellulare	[46].	In	particolare,	FOXA1	permetterebbe	ad	AR	

di	 occupare	 i	 siti	 normalmente	 occupati	 da	 ER	 nei	 tumori	 Luminal,	 inducendo	una	proliferazione	

cellulare	simile	a	quello	indotto	dagli	estrogeni	[47].	Nel	2015	Guiu	et	al	hanno	dimostrato	che	nel	

15.2%	dei	TNBC	c’era	una	co-espressione	di	AR	e	FOXA1	(592	pazienti)	[48].	Questi	tumori	colpivano	
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donne	 più	 anziane	 ed	 erano	 più	 frequentemente	 tumori	 lobulari	 infiltranti	 con	 basso	 grado	

nucleare	 e	 un	 coinvolgimento	 linfonodale	maggiore.	 Inoltre,	 gli	 autori	 hanno	 trovato	 una	minor	

presenza	di	infiltrati	linfocitari,	margini	tumorali	definiti	(“pushing	borders”),	architettura	sinciziale	

e	 necrosi	 o	 fibrosi	 centrale.	 Pertanto,	 questi	 tumori	 sembrerebbero	 comportarsi	 come	 tumori	

Luminal	e	costituire	un	tipo	morfologico	distinto	dagli	altri	TNBC.	

Ruolo	prognostico	

Guiu	et	al.	hanno	valutato	il	ruolo	prognostico	della	co-espressione	di	FOXA1/AR	in	333	pazienti	con	

TNBC	non	metastatico,	 correlandolo	con	altri	biomarkers	 come	PD-L1	e	PIK3CA	 [49].	 il	 42.4%	dei	

tumori	è	risultata	FOXA1	positivo/AR	positivo.	Le	pazienti	con	questo	sottotipo	di	TNBC	erano	più	

anziane	(p	0.003),	presentavano	tumori	di	basso	grado	(38.3%	versus	4.2%	for	AR+/FOXA1-	versus	

9.8%	 for	AR-;	 p	<	0.001),	 lobulari	 (10.2%	vs	0%	 for	AR	+/FOXA1-	 vs	1.6%	 for	AR-;	 p	0.001)	 e	 con	

mutazione	 di	 PIK3CA	 (p	 <0.001).	 Non	 sono	 state	 riscontrate	 differenza	 nella	 presenza	 di	 TILs	 e	

nell‘espressione	di	PD-L1.	I	tumori	FOXA1	positivo/AR	positivo	hanno	presentato	una	peggior	DFS	(p	

0.020)	 e	 OS	 (p	 0.024,	 confermato	 come	 fattore	 prognostico	 indipendente	 anche	 all’analisi	

multivariata)	rispetto	agli	altri	gruppi,	con	un	aumentato	rischio	di	recidiva	a	lungo	termine.	Inoltre,	

la	OS	e	DFS	sono	risultate	più	corte	tra	le	pazienti	con	FOXA1	positivo/AR	positivo	e	PD-L1	positivo	

(p	 0.012	 e	 0.002,	 rispettivamente).	 Risultati	 simili	 sono	 stati	 trovati	 da	Mangia	 et	 al	 [46]	 su	 124	

TNBC.	 Gli	 autori	 hanno	 riscontrato	 anche	 una	 ridotta	 densità	 di	 TILs	 nei	 TNBC	 con	 FOXA1	

positivo/AR	positivo	(p	0.028),	confermando	l’associazione	di	questo	sottotipo	con	una	peggior	DFS	

(p	0.0117).	

Ruolo	predittivo	

In	 uno	 studio	 retrospettivo	 su	 40	 casi	 di	 TNBC	 localmente	 avanzato	 (T	 clinico	 ≥2)	 e	 sottoposti	 a	

NACT,	 i	 tassi	 di	 FOXA1	 positivo	 erano	 più	 bassi	 in	 caso	 di	 pCR	 ma	 la	 differenza	 non	 è	 risultata	
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significativa	 (8%	 versus	 29%,	 p	 0.233),	 probabilmente	 per	 l’esiguità	 del	 campione	 [49].	 Simili	

risultati	sono	stati	riportati	da	Jiang	et	al.	su	29	casi	di	TNBC	[50].	

	

1.4.c. Le	citocheratine	CK5/6	

Sono	 citocheratine	 mioepiteliali	 basali.	 In	 particolare,	 CK5	 forma	 dimeri	 con	 CK14	 e	 compone	 i	

filamenti	intermedi	che	costituiscono	il	citoscheletro	delle	cellule	epiteliali	basali.		

Il	sottotipo	Basal-Like,	considerato	un	sottotipo	aggressivo	di	TNB,	esprime	CK5/6	con	CK	14	e	CK	17	

e/o	EGFR	(Human	Epidermal	Growth	Factor)	[51].	

Ruolo	Prognostico	

Il	 tasso	 di	 espressione	 di	 CK5/6	 varia	 dal	 24	 al	 72%	 dei	 TNBC	 ed	 i	 tumori	 che	 le	 esprimono	

sembrerebbero	 avere	 una	prognosi	 peggiore	 indipendentemente	dalle	 loro	 caratteristiche	 clinico	

patologiche	 [29].	 Inoltre,	 sembrerebbe	esserci	una	correlazione	 tra	 le	dimensioni	del	 tumore	e	 la	

presenza	di	metastasi	linfonodali.	In	uno	studio	retrospettivo	[51],	il	35%	dei	TNBC	esprimeva	CK5/6	

e	 il	 71%	 EGFR.	 Inoltre,	 nel	 48.6%	 erano	 espressi	 EGFR	 e	 CK5/6,	mentre	 nel	 20%	entrambi	 erano	

negativi.	L’espressione	di	CK5/6	correlava	significativamente	con	alto	grado	tumorale	(p	0.007),	una	

risposta	 sfavorevole	 alla	 NACT	 (p	 0.048),	 scarsa	 OS	 (p	 <0.001)	 e	 DFS	 (p	 0.043).	 Thike	 et	 al.	 [53]	

hanno	 valutato	 653	 TNBC:	 le	 pazienti	 con	 immunofenotipo	 Basal-Like	 tendevano	 ad	 essere	 più	

giovani	ed	avere	tumori	di	grado	maggiore	e	linfonodi	positivi	rispetto	alle	non-BL.	In	un	altro	studio	

coinvolgente	 192	 casi	 di	 TNBC	 non	metastatico	 [53],	 le	 pazienti	 sono	 state	 stratificate	 in	 casi	 ad	

espressione	basale	bassa	(EGFR≤15%	e	CK5/6≤50%)	o	elevata	(EGFR	>	15%	e	CK5/6	>50%).	Il	gruppo	

ad	espressione	basale	bassa	con	ki67	basso	e	basso	pT	e	pN	presentava	una	miglior	sopravvivenza	

di	quelle	con	un’elevata	espressione/stadio	delle	tre	variabili,	log-rank	p	0.015	(100%	versus	68%	a	

50	mesi).	 Le	pazienti	 con	elevata	espressione	basale	di	 entrambi	 i	markers	 (EGFR	>	15%	e	CK5/6	
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>50%)	avevano	una	 sopravvivenza	peggiore	 (DFS	media	25	mesi,	 tasso	di	 eventi	 41.7%)	di	quelle	

con	espressione	elevata	di	uno	solo	dei	due	markers	(DFS	media	34	mesi,	tasso	di	eventi	25.5%).	

Maeda	et	at	[55]	hanno	analizzato	con	l’IHC	i	campioni	di	52	TNBC,	trovando	un’iperespressione	di	

membrana	di	CK5/6	nel	53.8%	delle	pazienti	con	il	58.3%	dei	casi	AR	negativo.	Le	pazienti	CK5/6	e	

AR	negative	con	p53	iperespresso	hanno	presentato	una	prognosi	peggiore	sia	in	termini	di	DFS	sia	

di	OS	(p	0.01	e	0.02,	rispettivamente).	

	

1.4.d. Il	Ki67	

È	una	proteina	nucleare,	presente	nella	cellula	durante	tutta	la	fase	attiva	del	ciclo	cellulare	(G1,	S,	

G2	e	mitosi),	per	cui	viene	diffusamente	utilizzata	come	biomarker	della	proliferazione	tumorale.	

La	sua	attività	è	valutata	mediante	colorazione	IHC	ed	il	cut-off	di	elevata	attività	è	≥20%	[29].	

Ruolo	prognostico	

Il	ruolo	prognostico	del	Ki67	è	stato	studiato	in	numerosi	cancri,	tra	cui	il	BC.	La	sua	importanza	è	

tale	che	nelle	conferenze	di	St.	Gallen	del	2011	e	2013	è	stato	utilizzato	come	discriminante	degli	

istotipi	di	BC	Luminal	A	e	Luminal	B	[54]	[55]	.	Nei	TNBC,	Il	ki67	è	iperespresso	nel	44.7-53.4%	[29],	

tuttavia	il	suo	ruolo	prognostico	nel	TNBC	è	incerto.		In	una	metanalisi	di	35	studi	(7716	pazienti	in	

totale	con	un	follow-up	mediano	di	11-112	mesi),	Wu	et	al.	[56]	hanno	dimostrato	che	ad	un’elevata	

espressione	di	ki67	corrisponde	una	peggior	per	DFS	(pooled	HR	1.73,	IC95%	1.45-2.07,	p	<0.001)	e	

OS	 (HR	 =	 1.65,95%CI:1.27–2.14,	 p	 <	 0.001)	 in	 pazienti	 con	 TNBC	 sottoposte	 a	 chirurgia	 e	 a	

trattamento	chemioterapico	(neoadiuvante	o	adiuvante).	Quando	gli	autori	hanno	considerato	un	

cut-off	del	ki67≥40%,	il	pooled	HR	per	DFS	e	OS	è	risultato	2.30	(95%	CI	1.54–3.44,	p	<	0.001)	e	2.95	

(95%	 CI	 1.67–5.19,	 p	 <	 0.001),	 rispettivamente.	 	 Le	 pazienti	 affette	 da	 TNBC	 con	 ki67	 elevato	

sembrerebbero	 quindi	 avere	 una	 peggior	 DFS	 e	 OS,	 indipendentemente	 dalle	 strategie	 di	

trattamento,	i	cut-off	del	ki67	o	le	soglie	di	ER/PgR.	In	uno	studio	su	1392	pazienti	con	TNBC	[37],	il	
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cut-off	30%	è	risultato	un	fattore	prognostico	indipendente	di	peggior	OS	(HR	1.947,	IC95%	1.108-

3.421,	p	0.020)	e	DFS	(HR	1.604,	IC95%	1.118-2.300,	p	0.010).	 Inoltre,	 in	un’analisi	di	sottogruppi,	

ki67≥30%	è	risultato	un	fattore	predittivo	e	prognostico	per	DFS	per	tumori	di	dimensioni	≤2cm	(p	

0.008)	o	con	linfonodi	negativi	(p	0.038).	Risultati	simili	sono	stati	ottenuti	da	Wang	et	al.	[57]		su	

363	early	TNBC:	all’analisi	multivariata	alti	livelli	di	Ki67	sono	risultati	fattori	di	rischio	indipendenti	

per	DFS	(RR	2.83,	IC95%	1.58-5.06,	p	<0.001)	e	OS	(RR	3.18,	IC95%	1.48-6.79,	p	0.003).		

Ruolo	predittivo	

L’alta	 chemiosensibilità	 dei	 TNBC	 altamente	 proliferanti	 sembrerebbe	 confermata	 dall’analisi	 dei	

livelli	 basali	 di	 ki67,	 con	 un	 tasso	 di	 pCR	 elevato	 dopo	 NACT.	 Tuttavia,	 gli	 stessi	 tumori	

presenterebbero	una	prognosi	scarsa	a	causa	dell’alto	tasso	di	recidive	a	3	anni	dal	trattamento.		

In	particolare,	in	una	metanalisi	di	53	studi	(10848	pazienti),	Chen	et	al.	[58]	hanno	trovato	che	alti	

livelli	 di	 ki67	 si	 associavano	 a	 un	 più	 elevato	 tasso	 di	 pCR	 (OR	 3.10	 IC95%	 2.52-3.81),	

indipendentemente	dall’espressione	recettoriale,	 i	cut-off	del	ki67	e	 la	definizione	di	pCR.	 Inoltre,	

ki67	sarebbe	in	grado	di	predire	la	pCR	nelle	pazienti	riceventi	NAC	contenente	antracicline,	sole	o	

in	associazione	con	i	taxani.	

1.4.e. I	Tumor	Infiltrating	Lymphocytes	(TILs)	

I	TILs	sono	infiltrati	di	cellule	immunitarie	mononucleate	presenti	nel	tessuto	tumorale.	Sono	stati	

descritti	in	alcuni	tumori	solidi,	quali	il	cancro	del	polmone,	il	melanoma	e	il	cancro	del	colon	[59].		

Il	 tessuto	mammario	 normalmente	 non	 contiene	 infiltrati	 infiammatori.	 Tuttavia,	 sin	 dal	 1922	 è	

nota	l’associazione	positiva	tra	l’alto	numero	di	TILs	nei	BC	e	l’outcome	clinico	favorevole	in	pazienti	

con	early	BC,	confermato	poi	successivamente.	Recentemente	alcuni	studi	si	sono	concentrati	sul	

microambiente	 tumorale	 come	 determinante	 della	 sopravvivenza,	 invasività	 e	 capacità	 di	

metastatizzazione	 a	 distanza	 in	 caso	 di	 TNBC	 [46].	 I	 TNBC	 presentano	 infatti	 molte	 mutazioni,	

coinvolte	nella	sintesi	di	proteine	anomale,	che	possono	comportarsi	come	neoantigeni	neoplastici	
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e	 innescare	 la	 risposta	 immune	antitumorale	 [60].	 In	particolare,	Loi	et	al.	 [61]	hanno	dimostrato	

che	 i	 TILs	 erano	 presenti	 nel	 20%	 di	 pazienti	 affette	 da	 BC	 con	 metastasi	 linfonodali	 ER	

negativo/HER2	negativo	rispetto	al	10%	dei	casi	di	ER	positivo/HER2	negativo.	

	

Uno	dei	compiti	fondamentali	del	sistema	immunitario	è	il	mantenimento	dell’omeostasi	tissutale	

attraverso	 la	 sorveglianza	 immunologica	 continua	 e	 l’attivazione	 di	 reazioni	 infiammatorie	 che	

implicano	 l’attivazione	 coordinata	 dell’immunità	 cellulare	 innata	 e	 adattativa.	 In	 particolare,	 il	

sistema	 immunitario	 innato	 (neutrofili,	monociti,	macrofagi	 e	 cellule	 presentanti	 gli	 antigeni)	 e	 il	

sistema	 immunitario	 adattativo	 (linfociti	 B	 e	 T)	 sono	 entrambi	 fondamentali	 per	 il	 rapido	

riconoscimento	 e	 la	 risposta	 sia	 a	 patogeni	 sia	 a	 cellule	 non-self	 ed	 antigeni	 tumorali.	 La	

trasformazione	neoplastica	di	una	cellula	di	un	tessuto	si	associa	infatti	ad	una	variazione	di	alcune	

sue	 strutture	 che	 permette	 al	 sistema	 immunitario	 di	 riconoscerla	 ed	 eliminarla.	 Quando	

l’eliminazione	è	incompleta,	la	trasformazione	neoplastica	cellulare	è	capace	di	sfuggire	al	controllo	

immunologico	 [62].	 Le	 cellule	 tumorali	 sopravvissute	possono	pertanto	persistere	 in	uno	 stato	di	

quiescenza	e,	dopo	l’attivazione	di	vie	pro-sopravvivenza,	esprimere	molecole	che	promuovano	la	

soppressione	immunitaria	e	la	angioneogenesi	[63].	Questo	processo	di	progressione	maligna	viene	

descritto	dalla	 teoria	del	“Cancer	 Immunoediting”	 [64],	che	si	compone	di	 tre	 fasi:	 l’eliminazione,	

l’equilibrio	e	la	fuga.			

Elevati	livelli	di	TILs	sono	espressi	in	circa	il	20%	dei	TNBC.	Nel	BC,	ed	in	particolare	nel	TNBC,	i	TILs	

potrebbero	essere	quindi	un	biomarker	surrogato	della	risposta	immune	adattativa	antineoplastica	

[44]	[62].		

	

I	TILs	sono	generalmente	identificati	su	preparati	istologici	colorati	con	ematossilisina/eosina	(EE)	e	

si	dividono	in:	
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- Stromale:	i	TILs	infiltrano	lo	stroma	adiacente	le	cellule	neoplastiche,	che	è	parte	del	tumore		

- Intratumorale:	I	TILs	infiltrano	i	“nidi”	di	cellule	tumorali	e	sono	a	diretto	contatto	con	esse	

[59].	

Essi	 sono	 costituiti	 principalmente	 da	 cellule	 T,	 ed	 in	 minor	 misura	 da	 cellule	 B,	 cellule	 NK	 e	

macrofagi.	Possono	essere	focali,	multifocali	o	diffusi.		Una	volta	identificate,	le	popolazioni	di	TILs	

sono	 quantificate	 determinando	 la	 %	 di	 infiltrazione	 in	 un’area	 circoscritta	 del	 tumore	 e	 nello	

stroma	 circostante	 (vedi	 appendice)	 [62].	 Questo	 metodo	 di	 quantificazione	 dei	 TILs	 è	 stato	

dimostrato	 essere	 un	 biomarker	 riproducibile,	 rappresentando	 un	 elemento	 integrativo	

relativamente	semplice	dell’indagine	istopatologica	standard	[62]	[65].	

I	 TILs	 stromali	 sono	 facilmente	 identificabili	 con	 la	 colorazione	 EE,	 tuttavia	 l’IHC	 ha	 favorito	

l’identificazione	 dei	 TILs	 intratumorali	 grazie	 ad	 una	 più	 accurata	 discriminazione	 delle	 cellule	

immunitarie	da	quelle	neoplastiche.	Nella	tabella	seguente	sono	riportati	i	vantaggi	e	gli	svantaggi	

dell’applicazione	delle	due	tecniche:		

TECNICA	
Colorazione	EE	 VANTAGGI		

- basso	costo,		
- è	compresa	nella	routine	clinico-patologica,		
- tiene	conto	dell’eterogeneità	degli	infiltrati	linfocitari.	

SVATAGGI		
- è	aspecifica;		
- non	 identifica	 i	 differenti	 sottotipi	 linfocitari	 che	 potrebbero	 avere	

un	importante	ruolo	nell’attività	antitumorale.	
Colorazione	IHC	 VANTAGGI		

- permette	una	valutazione	funzionale	del	microambiente	tumorale;	
- permette	 una	 distinzione	 più	 accurata	 dei	 sottotipi	 di	 linfociti	

intratumorali;	
- possono	 essere	 utilizzati	 markers	 immunoistochimici	 come	 CD3	 e	

CD8	 (cellule	 T),	 CD20	 (cellule	 B)	 e	 CD103	 (cellule	 T	 intraepiteliali	 e	
dendritiche);	

- può	 essere	 effettuata	 su	 molti	 campioni	 utilizzando	 i	 microarrays	
tissutali	(TMA);	
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SVANTAGGI	
- le	piccole	dimensioni	dei	TMA	possono	creare	dei	bias	di	prelievo	in	

campioni	eterogenei;	
- può	 escludere	 importanti	 caratteristiche	 periferiche,	 come	 le	

strutture	linfoidi	terziarie;	
- 	ulteriore	 processo	 di	 analisi	 rispetto	 le	 indagini	 patologiche	 di	

routine;		
- Alcuni	 markers	 immunoistochimici	 non	 sono	 standardizzati	 ed	

affidabili	(ad	es.	anticorpi	verso	PDL-1)	
	

Ruolo	prognostico	

Sembrerebbe	esistere	una	relazione	lineare	tra	l’aumento	del	numero	di	TILs	in	pazienti	con	TNBC	e	

l’incremento	del	DFS.	 In	una	pooled	analisi	di	dati	provenienti	da	due	RCT	di	 fase	3(ECOG	2197	e	

ECOG	1199),		Adams	et	al		[66]	hanno	riportato	che	ogni	10%	di	aumento	TILs	si	associava	ad	una	

riduzione	del	14%	di	recidiva	o	morte	(p	0.02),	18%	di	riduzione	del	rischio	di	recidiva	a	distanza	(p	

0.04)	e	di	riduzione	del	rischio	di	morte	(p	0.01).	Risultati	simili	sono	stati	riportati	da	Park	et	al	su	

476	 pazienti	 con	 early	 stage	 TNBC	 non	 sottoposte	 a	 chemioterapia	 adiuvante	 [67].	 All’analisi	

multivariata,	la	presenza	di	TILs	correlava	con	una	miglior	sopravvivenza	in	termini	di	DFS	e	OS:	ad	

ogni	incremento	in	TILs	del	10%	corrispondeva	un	HR	di	0.90	per	invasive-DFS,	0.86	per	distant-DFS	

e	0.88	per	OS.		

In	un’analisi	di	dati	su	2148	pazienti	con	early	stage	TNBC	partecipanti	a	9	diversi	RCT	e	trattate	con	

chemioterapia	adiuvante	a	base	di	antracicline	±	taxani	[67],	Loi	et	al.	hanno	riportato	un	HR	per	un	

incremento	del	10%	di	TILs	stromali	pari	a	0.86	(IC95%	0.83-0.90)	per	l’invasive-DFS	e	HR	0.83	per	

distant-DFS	e	OS	(IC95%	0.78-0.87	e	IC95%	0.79-0.88,	rispettivamente).	Inoltre,	per	le	pazienti	con	

pN0	e	TILs	≥30%,	l’invasive-DFS	a	3	anni	era	del	92%,	la	distant-DFS	era	del	97%	e	la	OS	del	99%.		

Mangia	et	al.	[46]	hanno	osservato	che	le	pazienti	con	TILs≥50%	presentavano	miglior	DFS	a	5	anni	

(84%	versus	75%,	p	0.037)	e	OS	(98%	versus	88%,	p	0.019).	Inoltre,	all’analisi	multivariata	i	TILs	sono	

risultati	 un	 fattore	 prognostico	 indipendente	 di	 DFS	 (HR	 0.34,	 IC95%	 0.12-0.98,	 p	 0.045).	 In	 una	
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metanalisi	 di	 25	 studi	 (22964	 pazienti)	 [68],	 i	 TILs	 sia	 stromali	 sia	 intratumorali	 sono	 risultati	 un	

fattore	prognostico	di	miglior	DFS	 (HR	0.82,	 IC95%	0.76-0.88)	e	OS	 (HR	0.79,	 IC95%	0.71-0.87)	 in	

pazienti	affette	da	TNBC.		

Ruolo	predittivo	

I	 TILs	 sembrerebbero	 essere	 un	 fattore	 predittivo	 di	 risposta	 alla	 chemioterapia.	 L’effetto	

citotossico	della	chemioterapia	è	parzialmente	influenzato	dalla	reazione	immune	contro	le	cellule	

tumorali.	 Allo	 stesso	 modo,	 la	 chemioterapia	 produrrebbe	 una	 miglior	 risposta	 immune	

modificando	 il	 microambiente,	 aumentando	 l’immunogenecità	 del	 tumore	 e	 portando	 a	 una	

riduzione	del	tumore.	

Ochi	et	al.	[69]	hanno	riscontrato	che	bassi	livelli	di	TILs	(≤9%)	alla	biopsia	pre-NACT	si	associavano	a	

minor	 tassi	 di	 pCR	 (4%	 versus	 43.6%,	 p	 <0.001).	 All’analisi	 multivariata,	 le	 pazienti	 con	malattia	

residua	dopo	NACT	e	bassi	livelli	di	TILs	pre-NACT	avevano	una	peggior	DFS	(HR	3.844,	IC95%	1.190-

12.421,	p	0.024).	Una	tendenza	simile	è	stata	rilevata	per	bassi	livelli	di	TILs	post-NACT	(HR	2.836,	

IC95%	0.951-8.457,	p	0.061).	In	uno	studio	che	includeva	314	casi	di	TNBC	[70],	la	presenza	di	TILs	

stromali	 e	 di	 Limphocites	 Predominant	 BC	 (tumori	 con	 TILs	 stromali	 o	 intratumorali	 ≥60%)	 sono	

risultati	fattori	predittivi	di	pCR	all’analisi	univariata	(OR	1.15,	IC95%	1.17-1.45,	p	<0.001	e	OR	4.78,	

IC95%	2.53-9.05,	p	<0.001,	rispettivamente).	Infine,	Dieci	et	al	hanno	analizzato	i	dati	di	278	TNBC	

con	malattia	residua	dopo	NACT:	l’OS	a	5	anni	è	stato	91%	(IC95=	68-97%)	per	high	TILs≥60%	versus	

55%	per	low	TILs	(IC95=	48-61%)	(HR	0.19,	IC	0.06-0.61,	p	0.0017)	[71].		

Le	possibili	applicazioni	terapeutiche	
Recentemente,	 sono	 state	 introdotte	 nuove	 terapie	 che	 riattivano	 la	 risposta	 del	 sistema	

immunitario	 antineoplastico	 nel	 trattamento	 del	 melanoma	 e	 il	 cancro	 del	 polmone,	 con	

miglioramento	degli	outcomes.		
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Programmed	 cell	 Death	 Protein	 1	 (PD-1)	 è	 un	 recettore	 del	 checkpoint	 immune	 espresso	 dai	

linfociti	T,	che	limita	l’azione	delle	stesse	cellule	T	all’interno	dei	tessuti	[29].	Ha	due	ligandi,	PD-L1	e	

PD-L2,	 espressi	 dalle	 cellule	 neoplastiche	 con	 distinti	 profili	 di	 espressione	 nei	 diversi	 tumori.	 In	

particolare,	il	legame	tra	il	ligando	e	il	recettore	PD-1	causerebbe	l’attenuazione	delle	funzioni	delle	

cellule	 T,	 mediando	 così	 l’immunotolleranza	 verso	 le	 cellule	 neoplastiche	 [72].	 Pertanto,	

l’immunoterapia	 con	 gli	 inibitori	 di	 PD1	 e	 PD-L1	 causerebbe	 un’attivazione	 delle	 cellule	 T	 e	 la	

riattivazione	dell’attività	immunitaria	antineoplastica	dell’ospite.		

Il	 tasso	 di	 espressione	 di	 PD1	 e	 PD-L1	 è	 variabile	 nei	 diversi	 studi	 a	 causa	 della	 differenza	 nelle	

tecnologie	 di	 rilevazione	 (IHC,	 DNA	 microarrays	 e	 ibridizzazione	 in	 situ	 di	 mRNA),	 dei	 cut-off	

utilizzati	per	 indicare	 la	positività	del	campione	e	dei	metodi	del	prelievo	dei	campioni	di	 tumore	

[29]	[73].	All’indagine	IHC	di	campioni	provenienti	da	pazienti	con	TNBC,	PD-L1	è	stato	identificato	

nel	15.8-30%	dei	casi.	Tuttavia,	Schalper	et	al,	usando	l’ibridizzazione	in	situ	su	636	BC	in	stadio	I-III,	

ha	 riscontrato	 PD-L1	 nel	 55.7-59.5%	 dei	 microarrays	 tissutali.	 Elevati	 livelli	 di	 mRNA	 di	 PD-L1	

correlavano	con	livelli	più	elevati	di	TILs	(p	0.04)	ed	una	più	lunga	DFS	(p-log	rank	0.01)	[74].	In	uno	

studio	retrospettivo	coinvolgente	pazienti	con	BC,	l’iperespressione	di	PD-L1,	riscontrata	attraverso	

l’analisi	mRNA,	si	associava	a	caratteristiche	prognostiche	sfavorevoli	(quali	dimensioni	maggiori	del	

tumore,	status	ER	e	PgR	negativo,	iperespressione	di	HER2,	alto	indice	mitotico,	sottotipo	istologico	

basale	o	HER2),	migliori	 tassi	di	pCR	 (50%	versus	21%)	e	DFS	a	5	anni	del	61%	 (IC95%	0.58-0.64)	

[75].	Risultati	simili	sono	stati	riportati	da	Cerbelli	et	al	[76]:	la	presenza	di	PD-L1≥25%	sulle	cellule	

tumorali	si	associava	a	migliori	tassi	di	status	e	pCR	(p	0.024,	confermata	all’analisi	multivariata	OR	

1.13,	IC95%	1.01-1.27).	A	conclusioni	simili	è	giunta	una	recente	metanalisi	su	5	studi	(2546	pazienti	

con	BC)	[77]:	l’espressione	di	PD-L1	si	associava	a	metastasi	linfonodali,	elevato	grading	tumorale,	

status	ER-	negativo	e	TNBC.	In	particolare,	l’iperespressione	di	PD-L1	si	assocerebbe	ad	una	peggior	

OS	con	HR	1.76	(IC95%	1.09-2.82,	p	0.02).	
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I	farmaci	studiati	nei	TNBC	sono:	atezolizumab	e	pembrolizumab.	

Atezolizumab	è	un	anticorpo	monoclonale	diretto	verso	PD-L1	che	agisce	stimolando	l’attività	delle	

cellule	T	contro	le	cellule	neoplastiche	inibendo	il	legame	PD-1/PD-L1.	Emens	et	al	hanno	valutato	

l’attività	di	atezolizumab	in	monoterapia	in	116	pazienti	con	TNBC	metastatico,	riportando	un	tasso	

di	risposta	obiettiva	(ORR)	del	24%	e	un	OS	di	17.6	mesi	in	pazienti	trattate	in	prima	linea	e	un	ORR	

del	6%	per	le	linee	successive.	Inoltre,	le	pazienti	con	almeno	1%	di	cellule	con	PD-L1	nell’infiltrato	

tumorale	 presentavano	miglio	ORR	 e	OS	 (10.1	mesi,	 IC95%	7-13.8	mesi)	 [78].	 Al	 contrario,	 in	 un	

altro	 RCT	 di	 fase	 III	 su	 902	 pazienti	 con	 TNBC	 avanzato	 o	 metastatico	 (IMpassion130)	 [79],	 il	

trattamento	con	NAB-paclitaxel	e	atezolizumab	non	si	è	associato	a	un	prolungamento	dell’OS	nella	

popolazione	 generale	 (21	mesi,	 HR	 0.86	 IC95%	 0.72-1.02,	 0.078).	 Tuttavia,	 le	 pazienti	 con	 PD-L1	

sembrerebbero	avere	un	significativo	beneficio	dell’OS	(25	mesi,	HR	0.71	IC95%	0.54-0.94)	rispetto	

alle	pazienti	del	braccio	placebo	all’analisi	ad	interim.		

Pembrolizumab	è	un	anticorpo	monoclonale	diretto	verso	PD-1.	Recentemente,	è	stato	pubblicato	

uno	 studio	 di	 fase	 II	 di	 un	 regime	 di	 terapia	 neoadiuvante	 contenente	 chemioterapia	 e	

pembrolizumab	in	60	pazienti	con	TNBC	ad	alto	rischio,	non	metastatico	[80].	Il	tasso	di	pCR	è	stato	

del	60%	 (range	49-71%)	con	 tassi	di	DFS	a	1	anno	e	OS	variabili	 tra	 le	 coorti	dall’80%	al	100%	 in	

relazione	 allo	 schema	 chemioterapico.	 Alti	 tassi	 di	 pCR	 si	 sono	 associati	 a	 iperespressione	

pretrattamento	 di	 PD-L1	 (p	 0.0127)	 e	 (prima	 e	 durante	 il	 trattamento,	 p	 0.0059	 e	 0.0085	

rispettivamente).	 In	 un	 altro	 studio	 su	 55	 donne	 con	 TNBC	 avanzato	 o	metastatico	 trattate	 con	

pembrolizumab	e	niraparib,	si	sono	ottenuti	tassi	di	risposta	oggettiva	del	21%	(IC90%	12-33%)	e	di	

controllo	della	malattia	del	49%	(IC90%	36-62%),	che	crescevano	ulteriormente	nelle	pazienti	BRCA	

positive	[81].		
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1.5. Trattamento		

1.5.a. Stadi	inziali		

Per	i	TNBC	non	metastatici,	il	principale	obiettivo	del	trattamento	è	l’eradicazione	della	malattia	a	

livello	mammario	e	 linfonodale	ascellare	e	 la	prevenzione	della	 recidiva.	 Il	 trattamento	chirurgico	

può	 essere	 conservativo	 o	 demolitivo,	 come	 avviene	 per	 i	 non-TNBC,	 associato	 alla	 biopsia	 del	

linfonodo	 sentinella	 o	 alla	 dissezione	 linfonodale	 ascellare	 [12].	 In	 caso	 di	 chirurgia	 mammaria	

conservativa,	è	previsto	un	trattamento	radioterapico	postoperatorio	adiuvante	[82].	

	

La	 chemioterapia	 è	 il	 trattamento	 principale	 per	 i	 TNBC,	 in	 assenza	 di	 terapie	 targeted	

(ormonoterapia	 o	 antiHER2)	 disponibili.	 Generalmente	 tutte	 le	 pazienti	 con	 TNBC	 di	 dimensioni	

superiori	 ai	 5mm,	 anche	 in	 assenza	 di	 secondarietà	 linfonodali,	 dovrebbero	 essere	 sottoposte	 a	

chemioterapia	adiuvante	dopo	l’intervento	chirurgico	[12].	Tuttavia,	in	caso	di	pazienti	con	malattia	

localmente	 avanzata	 o	 nei	 casi	 in	 cui	 la	 chirurgia	 conservativa	 non	 avrebbe	 dei	 buoni	 risultati	

estetici,	è	indicato	il	trattamento	chemioterapico	neoadiuvante	(NACT)	[1].		

	

Gli	 schemi	di	 trattamento	 contenenti	 taxani	 e	 antracicline	e/o	agenti	 alchilanti	 sono	 la	 scelta	più	

appropriata	 nelle	 pazienti	 ad	 alto	 rischio	 [12].	 In	 particolare,	 le	 antracicline	 sembrano	 essere	 i	

farmaci	più	importanti	nel	trattamento	di	pazienti	con	TNBC	e	metastasi	linfonodali	[83].		

Nello	studio	GEICAM	9906	(RCT	di	fase	III	[84]),	il	trattamento	adiuvante	con	4	cicli	di	fluoruracile,	

epirubicina	 e	 ciclofosfamide	 (FEC)	 seguito	 da	 8	 cicli	 settimanali	 di	 paclitaxel	 ha	 avuto	 un	

miglioramento	del	DFS	a	7	anni	rispetto	al	solo	trattamento	adiuvante	con	6	cicli	di	FEC	(74%	versus	

56%,	p	0.015).	In	particolare,	per	il	sottotipo	di	TNBC	EGFR	+	o	CK5/6	+	(Basal-Like),	il	miglioramento	

del	DFS	a	7	anni	nel	braccio	FEC+P	è	stato	dell’83%	versus	57%	del	braccio	solo	FEC	(p	0.018).	
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Una	 risposta	 patologica	 completa	 (pCR)	 dopo	NACT	 si	 associa	 ad	 un	miglioramento	 del	 DFS	 [14]	

[85].	In	particolare,	Berry	et	al.	hanno	dimostrato	una	riduzione	del	55%	del	rischio	di	recidiva	e	del	

tasso	di	mortalità	in	pazienti	con	TNBC	trattate	con	chemioterapia	rispetto	alle	pazienti	affette	da	

non-TNBC	 (rispettivamente	del	 26%	e	del	 23%)	 [86].	 Inoltre,	Huang	et	 al.	 (metanalisi	 di	 25	 studi,	

1157	 pazienti)	 hanno	 osservato	 che	 la	 pCR	 dopo	 chemioterapia	 in	 TNBC	 si	 associava	 a	 un	

miglioramento	 di	 DFS	 (HR	 0.24	 IC95%=	 0.20-0.29)	 e	 dell’OS	 (HR	 0.19	 IC95%=	 0.15-0.24)	 [87].	

Tuttavia,	 non	è	 chiaro	 se	 sia	necessario	 effettuare	un	 trattamento	 chemioterapico	 addizionale	 in	

caso	di	 riscontro	di	malattia	 residua	dopo	NACT	contenente	antracicline.	Masuda	et	al.	 (RCT,	910	

pazienti)	hanno	dimostrato	in	pazienti	con	tumore	residuo	dopo	NACT	e	sottoposte	a	trattamento	

adiuvante	con	6-8	cicli	di	capecitabina	una	miglior	DFS	a	5	anni	(69.8%	versus	56.1%	delle	pazienti	

non	 trattate,	 HR	 0.58	 IC95%	 0.39-0.87,	 p	 0.01)	 e	 una	miglior	 OS	 (78.8%	 versus	 70.3%,	 HR	 0.52,	

IC95%	 0.30-0.90)	 [88].	 Al	 contrario,	 Lluch	 et	 al.	 (RCT,	 876	 pazienti),	 non	 hanno	 trovato	 alcun	

beneficio	 nel	 DFS	 a	 7	 anni	 dall’aggiunta	 di	 8	 cicli	 di	 capecitabina	 alla	 chemioterapia	 rispetto	 alla	

semplice	 osservazione	 (HR	 0.82,	 IC95%	 0.63-10.6,	 p	 0.136)	 [89].	 Tuttavia,	 in	 questo	 studio	 le	

pazienti	del	braccio	di	trattamento	erano	state	sottoposte	a	chemioterapia	adiuvante	(78.8%)	o	a	

NACT	(19.9%)	e	considerate	a	minor	rischio	di	recidiva	(maggior	rischio	di	recidiva	nella	popolazione	

asiatica).		

	

1.5.b. Stadi	avanzati		

Al	 contrario	 degli	 altri	 sottotipi	 di	 BC	 (i.e.	 ER	 positivi	 o	 HER2	 positivi),	 la	 chemioterapia	 resta	 il	

principale	 approccio	 terapeutico	 per	 gli	 stadi	 avanzati	 di	 TNBC.	 	 La	 monochemioterapia	 è	 il	

trattamento	di	scelta	nella	maggior	parte	dei	casi,	con	tassi	di	risposta	intorno	al	20-30%.	I	farmaci	

utilizzati	 sono	 antracicline,	 taxani,	 platino,	 eribulina,	 capecitabina,	 gemcitabin,	 vinorelbina,	

ixabepilone	e	ciclofosfamide	[9]	[12].		
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I	 regimi	 combinati	 di	 chemioterapia	 possono	 essere	 considerati	 appropriati	 per	 le	 pazienti	 con	

malattia	secondaria	estesa	o	rapidamente	progressiva,	in	cui	si	pensa	che	la	probabilità	di	risposta	

sia	maggiore	del	 rischio	di	 tossicità.	 Inoltre,	 sebbene	 si	possano	avere	dei	 tassi	di	 riposta	elevati,	

questi	non	si	associano	ad	un	prolungamento	dell’OS	[9].		

	

Sebbene	 la	 classificazione	genomica	non	 sia	utilizzata	nella	 scelta	del	 trattamento,	 recentemente	

sono	 stati	 identificati	 due	 gruppi	 di	 pazienti	 per	 i	 quali	 la	 US	 FDA	 ha	 approvato	 due	 targeted	

therapies	[9].	Si	tratta	di	pazienti	con	TNBC	metastatico	con:		

- Mutazione	BRCA	germinale,	per	 le	quali	 i	PARP	 inibitori	 (olaparib	e	 talazoparib)	 sono	stati	

autorizzati	per	l’uso	dopo	progressione	durante	chemioterapia;	

- Espressione	di	Programmed	cell	Deat	Ligand	1	(PD-L1)	in	almeno	1%	delle	cellule	all’IHC,	per	

cui	è	stato	approvato	il	trattamento	con	atezolizumab	in	combinazione	con	nab-paclitaxel.	

In	queste	pazienti	sarebbe	comunque	auspicabile	la	conferma	della	diagnosi	mediante	biopsia	della	

lesione	 sospetta	 perché	 è	 stata	 dimostrata	 una	 discrepanza	 di	 ER,	 PgR	 ed	 HER2	 tra	 il	 tumore	

primario	e	la	malattia	metastatica	[90]	[91].	Inoltre,	dovrebbe	essere	eseguita	anche	la	valutazione	

di	PD-L1.	
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2. OBIETTIVI	dello	STUDIO	

Lo	scopo	dello	studio	è	stato	di	valutare	il	ruolo	di	alcuni	nuovi	biomarkers	immunoistochimici	(AR,	

FOXA1,	 CK5/6	 e	 i	 linfociti	 intra	 tumorali)	 come	 fattori	 prognostici	 della	 sopravvivenza	 libera	 da	

malattia	 e	 della	 sopravvivenza	 globale	 nelle	 pazienti	 affette	 da	 tumore	 della	 mammella	 triplo	

negativo.	Inoltre,	sono	state	la	valutate	le	possibili	correlazioni	degli	stessi	biomarkers	con	i	fattori	

prognostici	noti	utilizzati	nella	pratica	clinica,	quali	ad	esempio	 le	dimensioni	del	 tumore,	 lo	stato	

linfonodale	o	l’indice	di	proliferazione.		
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3. MATERIALI	E	METODI	

3.1. 	Pazienti	e	loro	caratteristiche	clinico-istopatologiche	

Lo	studio	è	stato	condotto	sui	preparati	istologici	ottenuti	da	145	pazienti	affette	da	TNBC	e	trattate	

presso	 le	 “Breast	Unit”	 dell’A.O.U.	 “Città	 della	 Scienza	 e	 della	 Salute”	 e	 dell’A.O.	 “Umberto	 I”	 di	

Torino	tra	il	2006	e	il	2016.	

	

I	 criteri	 di	 inclusione	 nello	 studio	 sono	 stati:	 a)	 genere	 femminile;	 b)	 diagnosi	 istologica	 di	

carcinoma	 infiltrante	della	mammella	 con	esclusione	dei	 casi	di	 carcinoma	 in	 situ	o	di	 carcinoma	

primitivo	 occulto	 con	 localizzazioni	 secondarie	 linfonodali	 a	 livello	 ascellare;	 c)	 diagnosi	

immunoistochimica	di	istotipo	TNBC,	definito	dalla	presenza	all’indagine	IHC	di	ER<1%,	PgR<1%	ed	

assenza	di	iperespressione	o	amplificazione	di	HER2	[2]	[3]	ed	effettuata	su	un	campione	tissutale	

prelevato	 al	momento	 dell’intervento	 chirurgico	 o	 della	 biopsia	mammaria,	 che	 ha	 preceduto	 la	

chemioterapia	neoadiuvante	(NACT);	d)	conferma	della	diagnosi	istologica	mediante	la	revisione	dei	

preparati	istologici	ed	immunoistochimici.	

Un	consenso	informato	per	 l‘uso	anonimo	dei	dati	clinici	e	strumentali	e	 la	partecipazione	a	studi	

scientifici	è	stato	firmato	da	ogni	paziente.		

	

Per	tutte	le	pazienti	partecipanti	allo	studio	sono	stati	raccolti	i	seguenti	dati:		

- Dati	 clinici:	 età	 al	momento	della	 diagnosi;	 stato	BRCA	della	 paziente;	 stadio	 clinico	della	

malattia	 al	 momento	 della	 diagnosi	 [92];	 trattamento	 ricevuto	 (intervento	 chirurgico,	

chemioterapia	adiuvante	o	NACT);	condizione	clinica	al	momento	dello	studio	(NED,	AWD,	

DOD,	 DOC).	 Il	 follow-up	 clinico	 è	 stato	 effettuato	 utilizzando	 i	 dati	 inseriti	 nei	 database	
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prospettici	di	entrambi	i	reparti,	o	nel	caso	fosse	necessario	mediante	gli	uffici	dell’anagrafe	

dei	comuni	di	residenza	delle	pazienti.		

- Caratteristiche	 istologiche	del	 tumore	 (confermate	alla	 revisione	dei	preparati	 istologici	e	

immunoistochimici):	 istotipo,	 dimensioni	 del	 tumore	 (pT,	 misurato	 in	 mm	 [92]),	 grading	

nucleare	 (secondo	 i	 criteri	 di	 Ellis	 Elston	 [1]),	 stato	 linfonodale	 (pN,	 [92])	 e	 indice	 di	

proliferazione	cellulare	(Ki67>20%	indicativo	di	neoplasia	altamente	proliferante	[54]	[55]).	

	

3.2. Analisi	immunoistochimica	

Le	 Divisioni	 di	 Anatomia	 Patologica	 dell’A.O.U.	 “Città	 della	 Scienza	 e	 della	 Salute”	 e	 dell’A.O.	

“Umberto	 I”	 hanno	 eseguito	 separatamente	 la	 diagnosi	 istologica	 sui	 campioni	 di	 tessuto	

mammario	asportato	durante	 l’intervento	chirurgico	o	 la	biopsia	 che	ha	preceduto	 la	NACT	delle	

rispettive	pazienti.	

	

Per	 ciascuna	 paziente,	 è	 stato	 scelto	 il	 preparato	 fissato	 in	 formalina	 ed	 incluso	 in	 paraffina	 più	

rappresentativo	della	lesione	asportata.	

	

In	particolare,	microarrays	tissutali	sono	stati	ottenuti	nei	casi	in	cui	il	materiale	biologico	tumorale	

fosse	risultato	sufficiente	(45	casi).	In	altri	83	casi,	le	reazioni	sono	state	seguite	su	sezione	intera.	

Per	 le	 pazienti	 sottoposte	 a	 NACT	 (17	 casi)	 l’analisi	 IHC	 è	 stata	 eseguita	 sul	 tessuto	 prelevato	

durante	la	biopsia	diagnostica.	

	

Le	reazioni	 immunoistochimiche	sono	state	eseguite	utilizzando	 il	 sistema	automatizzato	Ventana	

BenchMark	XT	(Ventana	Medical	System	Inc.,	Tucson,	AZ	USA).	Le	Divisioni	di	Anatomia	Patologica	
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dell’A.O.U.	 “Città	 della	 Scienza	 e	 della	 Salute”	 e	 dell’A.O.	 “Umberto	 I”	 hanno	 utilizzato	 gli	 stessi	

prodotti,	tranne	nel	caso	di	PgR	e	Ki67.	Gli	anticorpi	monoclonali	utilizzati,	le	modalità	di	esecuzione	

dell’indagine	IHC	ed	i	cut-off	impiegati	sono	indicati	nella	seguente	Tabella.	

	

Marker	 Clone	

anticorpo	

Specie	 Azienda	 Smascheramento	 Diluiz.*	 Sede	 Cut-off	

ER	 SP1	 R	 Ventana/Roche	 52’	CC1	 	 Ncl	 <1%	

PgR	

	

1A6	

1E2	

M	 NovocastraHD/Leica	

Ventana/Roche	

52’	CC1	

36’	CC1	

1:40	 Ncl	 <1%	

HER2	 4B5	 R	 Ventana/Roche	 36’	CC1	 	 MCit	 0/1+	 o	 2+	 e	 FISH	

negativa	

Ki67	

	

MIB-1	

(30-9)	

M	 Dako	

Ventana/Roche	

36’	CC1	

	

1:80	 Ncl	 Alto	≥20%	

AR	 SP107	 R	 Cell	Marque/Roche	 52’	CC1	 	 Ncl	 >1%	

CK	5/6	 D5/16B4	 M	 Ventana/Roche	 36’	CC1	 	 Cit	 Almeno	 un	

cluster	 di	 cellule	

neoplastiche	

positivo	

FOXA1	 2F83	 M	 Cell	Marque/Roche	 36’	CC1	 	 Ncl	 >1%	

R=	rabbit,	M=	mouse,	Ncl=	nucleo,	MCit=	membrana	citoplasmatica,	Cit=	citoplasma	*	prediluito	tranne	dove	

specificato.	

	

3.3. Valutazione	dei	TILs	

La	 presenza	 dei	 TILs	 è	 stata	 valutata	 su	 sezioni	 colorate	 con	 ematossilina-eosina,	 seguendo	 le	

raccomandazioni	 dell’International	 TILs	 Working	 Group	 2014	 [62].	 Nella	 tabella	 seguente	 (e	

nell’appendice	2)	sono	riportate	le	principali	raccomandazioni	per	la	valutazione	dei	TILs	nel	BC.	
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Le	sezioni	sono	state	valutate	 indipendentemente	da	due	osservatori	esperti	e,	 in	caso	di	dubbio,	

da	un	terzo	osservatore	esperto	presso	la	Divisione	di	Anatomia	Patologica	dell’A.O.U.	“Città	della	

Scienza	e	della	Salute”.	

In	 caso	 di	 TIL	 eterogeneo,	 sono	 state	 effettuate	 delle	 sezioni	 aggiuntive	 ed	 è	 stato	 calcolato	 un	

valore	medio	dall’osservazione	di	due	aree	differenti.	Non	è	stata	eseguita	alcuna	tipizzazione	IHC	

per	la	tipizzazione	linfocitaria,	come	riportato	in	Tabella.			

	

3.4. Analisi	Statistica	

Le	variabili	analizzate	sono	riportate	nella	seguente	tabella	con	la	loro	codifica	e	cut-off:	 	
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Variabile	 Tipologia	 Valore	
Età	 Continua		 -	
Grading	 Continua	categorica	 1	

2	
3	

Dimensione	tumore	 Dicotomica	 Cut-off	≥15	mm		
pT	 Continua	categorica	 1:	dimensioni	del	tumore	<	2	cm		

2:	dimensioni	del	tumore	≥	2	cm,	ma	<	5	cm		
3:	dimensioni	del	tumore	≥	5	cm		
4:	tumore	di	qualsiasi	dimensione	con	estensione	diretta	alla	
parete	toracica	e/o	alla	cute	(ulcerazione	o	noduli	cutanei)	

pN	 Continua	categorica	 0:	assenza	di	metastasi	o	ITC	isolate		
1:	da	1	a	3	linfonodi	coinvolti		
2:	da	4	a	9	linfonodi	coinvolti		
3:	più	di	9	linfonodi	coinvolti	

Coinvolgimento	
Linfonodale	

Dicotomica	 Assente	
Presente	

NACT	 Dicotomica	 Si	
No	

Ki67	 Dicotomica	 Cut-off	≥	20%	
AR	 Dicotomica	 Cut-off	≥	1%	
FOXA1	 Dicotomica	 Cut-off	≥	1%	
C5/6	 Dicotomica	 Espresso		

Non	espresso	
TILs	 Dicotomica	 Cut-off	≥10%	
Follow-up	 Categorica	 NED:	No	evidence	of	disease	

AWD:	Alive	with	disease	
DOD:	Dead	of	Disease	

“Disease	 Free	
Survival”	(DFS)	

Continua		 calcolata	dalla	data	di	diagnosi	di	carcinoma	della	mammella	
fino	 alla	 data	 di	 recidiva	 di	 malattia	 locoregionale	 o	 a	
distanza	o	dell’ultimo	controllo	effettuato,	espressa	in	mesi	

“Overall	 Survival”	
(OS)	

Continua	 Calcolata	 dalla	 data	 di	 diagnosi	 di	 carcinoma	 della	
mammella	 fino	alla	data	di	morte	per	qualsiasi,	espressa	 in	
mesi	

	

La	distribuzione	(normale	o	non	normale)	delle	variabili	quantitative	in	studio	è	stata	valutata	con	il	

test	di	Kolomogorv-Smirnov.		

Il	 test	 del	 Chi	 Quadrato	 di	 Pearson	 e	 il	 test	 t	 di	 Student	 sono	 stati	 utilizzati	 per	 le	 analisi	 di	

correlazione	in	caso	rispettivamente	di	variabili	categoriche	o	variabili	continue	
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Il	 cut-off	 relativo	 all’entità	 dell’infiltrato	 linfocitario	 è	 stato	 definito	 mediante	 valutazione	 della	

curva	ROC	eseguita	per	valori	di	TILs	>	10%,	>	20%,	>30%,	>40%,	>50%,	successivamente	correlati	

con	 l’evento	recidiva	(log-rank	trend	test).	 Il	valore	statisticamente	discriminante	è	stato	scelto	 in	

base	al	valore	maggiore	di	AUC	ed	è	risultato	essere	≥	10%	(AUC	0.601).		

La	determinazione	delle	probabilità	di	sopravvivenza	è	stata	definita	dalle	curve	di	Kaplan-Meier	e	

le	differenze	sono	state	confrontate	utilizzando	il	Logrank	test	di	Mantel.	

L’Hazard	Ratio	 (HR)	per	 le	analisi	univariata	 (per	 il	confronto	delle	singole	variabili)	e	multivariata	

della	 sopravvivenza	 e	 del	DFS	 è	 stato	 calcolato	 utilizzando	 il	 Cox	 Proportional	Hazard	Regression	

Model.		

	

Sono	stati	considerati	statisticamente	significativi	valori	di	p	<	0,05.		

L’analisi	statistica	è	stata	condotta	utilizzando	il	software	R	3.3	2016	con	il	pacchetto	Rcommander	

(versione	2.3-0;	estensione	RcmdrPlugin.EZR).		 	



33	
	

4. RISULTATI	

Sono	state	incluse	nello	studio	145	pazienti.	L’età	mediana	alla	diagnosi	delle	pazienti	era	57	anni	

(range	21-92	anni).	La	fascia	di	età	più	frequentemente	coinvolta	è	stata	tra	i	50	e	69	anni	(40%).	

Il	11.7%	era	stato	sottoposto	a	NACT,	con	un	tasso	di	risposta	patologica	completa	(pCR)	del	23.5%.		

Il	 31%	 (45	 casi)	 delle	 pazienti	 ha	 avuto	 una	 recidiva,	 riscontrata	 nel	 77.8%	 entro	 i	 3	 anni	 dalla	

diagnosi	 (tempo	mediano	 4.4	 anni,	 range	 0.1-10.3	 anni).	 La	 sede	 di	 recidiva	 più	 frequentemente	

coinvolta	è	stato	il	cavo	ascellare	omolaterale	(22.2%).	Il	follow-up	mediano	è	stato	5.4	anni	(range	

0.1-10.7	anni).	A	5	anni	dalla	diagnosi,	76	pazienti	(54.5%	dei	casi)	erano	ancora	vive:	64	libere	da	

malattia	(84.2%)	e	altre	12	(15.8%)	avevano	avuto	una	recidiva,	trattata	con	chemioterapia.	

Le	caratteristiche	cliniche	delle	pazienti	sono	riportate	nella	seguente	Tabella.	 	
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Caratteristica	 N	 %	
Età	della	paziente:	mediana	57	(range	21-92	anni)	
≤39	
40-49	
50-69	
≥70	

11	
36	
58	
40	

7.6%	
24.8%	
40%	
27.6%	

Chemioterapia	neoadiuvante	(NACT)	
Si	
No		

17	
128	

11.7%	
88.3%	

Risposta	patologica	alla	NACT	
Completa	
Incompleta		

4	
13	

23.5%	
76.5%	

Recidiva	
Si	
No		

45	
100	

31%	
69%	

Tempo	alla	recidiva	(Mediana	=	4.4	anni,	range	0.1-10.3	anni)	
≤	3	anni	
>3.1	anni	

35	
10	

77.8%	
22.2%	

Sede	della	recidiva	
Locale	
Linfonodi	ascellari	
Linfonodi	sovraclaveari	
Epatica	
Polmonare	
Encefalica	
Controlaterale	
Ossea	
Missing	

6	
10	
1	
4	
9	
7	
2	
4	
2	

13.3%	
22.2%	
2.2%	
8.9%	
20%	
15.6%	
4.4%	
8.9%	
4.4%	

Follow-up	(Mediana=	5.4	anni,	range	0.1-10.7	anni)	
NED	
AWD	
DOD	

92	
21	
32	

63.4%	
14.5%	
22.1%	

Pazienti	NED*	a	5	anni	dalla	diagnosi	suddivise	per	lo	stadio	di	malattia	(64	casi)	
0	
I	
II	
III	

2	
28	
25	
9	

3.1%	
43.8%	
39.1%	
14.1%	

*NED=	no	evidence	of	disease		
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4.1. Caratteristiche	istopatologiche	dei	TNBC	

I	 TNBC	 inclusi	 nello	 studio	 avevano	 un	 diametro	 mediano	 di	 23mm	 (range	 0-100mm),	 con	

dimensioni	≥15mm	nel	75.2%	dei	casi.	Nella	maggior	parte	dei	casi,	i	tumori	si	presentavano	di	alto	

grado	 (G3	 nel	 83.1%)	 e	 con	 un	 alto	 indice	 mitotico	 (Ki67	 ≥20%	 nel	 93.1%).	 Tra	 le	 pazienti	 con	

metastasi	linfonodali	(53	casi,	36.6%),	il	67.9%	dei	casi	erano	pN1	con	micrometastasi	o	metastasi	in	

1-3	linfonodi	ascellari	omolaterali.	

Nella	 tabella	 seguente	 sono	 riportati	 le	 caratteristiche	 clinico-patologiche	 delle	 pazienti	 incluse	

nello	studio.	

Caratteristica	 N	 %	
Grading	Istologico	
1	
2	
3	
Missing		

1	
17	
122	
5	

0.7%	
11.8%	
83.1%	
3.4%	

Dimensione	del	tumore	(Mediana	23mm,	range	0-100mm)	
≥15mm	
≤14mm	

109	
36	

75.2%	
24.8%	

pT	
0	
1	
2	
3	
4	

4	
62	
63	
11	
5	

2.8%	
42.8%	
43.4%	
7.6%	
3.4%	

pN	
0	
1	
2	
3	

92	
36	
12	
5	

63.4%	
24.8%	
8.3%	
3.5%	

Indice	di	proliferazione	Ki67≥20%	
No	
Si	

10	
135	

6.9%	
93.1%	
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4.2. Caratteristiche	immunoistochimiche	dei	TNBC	

L’indagine	IHC	sui	preparati	di	TNBC	ha	evidenziato	la	presenza	di	AR	nel	35.2%	dei	casi	e	di	FOXA1	

nel	59.3%	dei	casi.	Le	citocheratine	CK5/6	sono	risultate	espresse	nel	56.6%	dei	casi.	Nella	tabella	

seguente	sono	riportati	i	tassi	di	espressione	dei	diversi	biomarkers	nei	TNBC	esaminati.	

Biomarker	 N	 %	
AR		
SI		
No	

51	
94	

35.2%	
64.8%	

FOXA1		
Si	
No	

86	
59	

59.3%	
40.7%	

CK5/6	
Si	
No	
Missing	

80	
61	
4	

55.2%	
42.1%	
2.7%	

	

FOXA1	e	AR	erano	co-iperespressi	nel	31%	dei	casi.		In	particolare,	AR	era	risultato	iperespresso	nel	

52.3%	dei	tumori	FOXA1	positivi	 (versus	16.9%	dei	FOXA1	negativi,	p	<0.001),	mentre	tra	 i	casi	di	

FOXA1	negativi	l’83%	erano	anche	AR	negativi	(versus	47.3%	dei	FOXA1	positivi,	p	<0.001).		

FOXA1	 e	 CK5/6	 erano	 co-iperespressi	 nel	 31%	 in	maniera	 inversamente	 proporzionale.	 Infatti,	 le	

CK5/6	non	sono	risultate	iperespresse	nel	52.3%	(45/86	casi)	dei	tumori	FOXA1	positivi,	mentre	lo	

erano	nel	69.5%	(41/56)	dei	casi	FOXA1	negativi	(p	0.015).	

Considerando	il	percorso	terapeutico	delle	pazienti,	il	17.2%	delle	pazienti	con	FOXA1	positivo	era	

stata	 sottoposta	 a	 NACT	 (versus	 3.3%	 con	 FOXA1	 negativo,	 p	 0.020).	 Inoltre,	 tra	 le	 pazienti	 che	

hanno	 avuto	una	 recidiva,	 il	 38.4%	aveva	un’iperespressione	di	 FOXA1	 (versus	 18.6%	 con	 FOXA1	

negativo,	p	0.18).	

Non	 si	 sono	 osservate	 differenze	 nell’espressione	 di	 FOXA1	 in	 relazione	 all’età	 e	 alle	 altre	

caratteristiche	istopatologiche,	come	riportato	nella	seguente	tabella.	 	
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	 FOXA1	 positivo	 (86	 casi)	 [n	
(%)]	

FOXA1	negativo	(59	casi)	[n	(%)]	 p	

Età	
≤49	anni	
≥50	anni	

	
30	(34.9%)	
56	(65.1%)	

	
17	(28.8%)	
42	(71.2%)	

	
0.475	

Grading	 (140	
casi)	
1	
2	
3	

	
1	(1.2%)	
13	(15.9%)	
68	(82.9%)	

	
0	(0%)	
4	(6.9%)	
54	(93.1%)	

	
0.241	

pT	
0	
1	
2	
3	
4	

	
3	(3.5%)	
38	(44.2%)	
36	(41.9%)	
6	(7%)	
3	(3.5%)	

	
1	(1.7%)	
24	(40.7%)	
27	(45.8%)	
5	(8.5%)	
2	(3.3%)	

0.931	

pN	
0	
1	
2	
3	

	
56	(65.1%)	
20	(23.3%)	
7	(8.1%)	
3	(3.5%)	

	
36	(61%)	
16	(27.1%)	
5	(8.5%)	
2	(3.3%)	

0.958	

Ki67	
≤19%	
≥20%	

	
9	(10.5%)	
77	(89.5%)	

	
1	(1.7%)	
58	(98.3%)	

0.086	

AR	
Espresso	
Non	espresso	

	
45	(52.3%)	
41	(47.3%)	

	
10	(16.9%)	
49	(83%)	

<0.001	

CK5/6	
Espresso	
Non	espresso	

	
41	(47.3%)	
45	(52.3%)	

	
41	(69.5%)	
18	(30.5%)	

0.015	

Trattamento	
NACT	
Chirurgia	primaria	

	
15	(17.4%)	
71	(82.6%)	

	
2	(3.3%)	
57	(96.6%)	

0.020	

pCR	
Si		
No	

	
3	(20%)	
12	(80%)	

	
1	(50%)	
1	(50%)	

0.958	

Recidiva	
Si	
No	

	
33	(38.4%)	
53	(61.6%)	

	
11	(18.6%)	
48	(81.4%)	

0.018	

	

Considerando	il	rapporto	tra	l’espressione	di	FOXA1	e	AR,	si	è	osservato	che	nella	maggior	parte	dei	

casi	in	cui	FOXA1	non	era	iperespresso,	anche	AR	non	era	espresso	(83%	dei	casi	versus	47.3%	dei	
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FOXA1	positivi,	p	<0.001).	Viceversa,	quando	FOXA1	era	 iperespresso,	 il	52.3%	dei	casi	esprimeva	

AR.	

Nel	grafico	sottostante	sono	riportati	i	rapporti	di	co-espressione	di	FOXA1	e	AR.	

	

	

	

Per	quanto	 riguarda	 la	 co-espressione	di	 FOXA1	e	Citocheratine	5/6:	 la	maggior	parte	dei	 FOXA1	

negativi	esprimevano	CK5/6	(69.5%	versus	47.3%,	p	0.015).	Inoltre,	il	52.3%	dei	casi	FOXA1	positivi	

erano	CK5/6	negativi.		

Nel	grafico	sottostante	sono	riportati	i	rapporti	di	co-espressione	di	FOXA1	e	CK5/6.	
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Infine,	non	sono	state	trovate	associazioni	significative	nell’espressione	AR	e	CK5/6.	In	particolare,	

in	caso	di	assenza	di	espressione	di	AR	(94	pazienti),	CK5/6	era	iperespresso	nel	60.6%	(57/94)	dei	

casi.	Tra	i	51	casi	AR	positivi,	il	49%	delle	pazienti	esprimeva	CK5/6	(p	0.241).	

	

4.3. Valutazione	 dei	 TILs	 e	 loro	 associazione	 con	 le	 caratteristiche	

istopatologiche	ed	immunoistochimiche	

In	generale,	 il	 valore	mediano	di	TILs	era	10%	 (range	1-90%)	 con	 il	 53.8%	dei	TNBC	 (78	casi)	 con	

TILs≥10%.	In	particolare,	22	casi	con	TILs=10%;	15	casi	con	TILs=20%;	15	casi	con	TILs=30%;	3	casi	

con	TILs=40%	e	23	casi	con	TILs≥50%.	

Il	57.7%	delle	pazienti	(45/78)	con	TILs≥10%	non	aveva	metastasi	 linfonodali	e	presentava	un	TILs	

medio	di	31.8%	(IC95%	25.6-38,	mediana	20	range	10-80).	Nel	gruppo	con	TILs≤9%,	 il	70.1%	delle	

pazienti	non	presentava	metastasi	linfonodali	al	momento	della	diagnosi	con	un	TILs	medio	di	2.9%	

(IC95%	2.31-3.52,	mediana	1	range	1-5).	
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Le	pazienti	con	TILs	≤9%	hanno	recidivato	più	frequentemente	(40.3%	versus	23.1%,	p	0.039).	

Non	 si	 sono	osservate	differenze	 in	 caso	di	 TILs≥10%	 in	 relazione	all’età,	 trattamento	e	alle	altre	

caratteristiche	istopatologiche,	come	riportato	nella	seguente	tabella.	

	 TILs	≥10%	(78	casi)	[n	(%)]	 TILs	≤9%	(67	casi)	[n	(%)]	 p-value	
Età	
≤49	anni	
≥50	anni	

	
29	(37.2%)	
49	(68.2%)	

	
18	(26.9%)	
49	(73.1%)	

0.252	

Grading	(140	casi)	
1	
2	
3	

	
0	(0%)	
6	(8%)	
69	(92%)	

	
1	(1.5%)	
11	(16.9%)	
53	(81.5%)	

0.165	

pT	
0	
1	
2	
3	
4	

	
2	(2.6%)	
37	(47.4%)	
32	(41%)	
5	(6.4%)	
2	(2.6%)	

	
2	(3%)	
25	(37.3%)	
31	(46.3%)	
6	(9%)	
3	(4.4%)	

0.877	

pN	
0	
1	
2	
3	

	
45	(57.7%)	
23	(29.5%)	
7	(9%)	
3	(3.8%)	

	
47	(70.1%)	
13	(19.4%)	
5	(7.5%)		
2	(3%)	

0.541	

Ki67	
≤19%	
≥20%	

	
4	(5.1%)	
74	(94.9%)	

	
6	(9%)	
61	(91%)	

0.563	
	

AR	
Espresso	
Non	espresso	

	
26	(33.3%)	
52	(66.7%)	

	
25	(37.3%)	
42	(62.7%)	

0.744	

CK5/6	
Espresso	
Non	espresso	

	
44	(56.4%)	
34	(43.6%)	

	
38	(56.7%)	
29	(43.3%)	

0.970	

FOXA1	
Espresso	
Non	espresso	

	
43	(55.1%)	
35	(44.9%)	

	
43	(64.2%)	
24	(35.8%)	

0.349	

Trattamento	
NACT	
Chirurgia	primaria	

	
5	(6.4%)	
73	(93.6%)	

	
12	(17.9%)	
55	(82.1%)	

0.059	

pCR	
Si		
No	

	
2	(40%)	
3	(60%)	

	
2	(14.3%)	
12	(85.7%)	

0.567	

Recidiva	
Si	
No	

	
18	(23.1%)	
60	(76.9%)	

	
27	(40.3%)	
40	(59.7%)	

0.039	
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4.4. L’analisi	di	sopravvivenza		

Per	l’analisi	della	sopravvivenza	di	Kaplan-Meier	 le	pazienti	con	pT0	dopo	NACT	(γpT0=4/145	casi,	

2.8%	della	popolazione)	sono	state	accorpate	alle	pazienti	con	pT1,	mentre	le	pazienti	con	tumore	

pT4	(5/145,	3.4%)	sono	state	accorpate	ai	pT3.	

Il	 log	rank	test	e	 l’analisi	di	Kaplan-Meier	hanno	dimostrato	che	le	pazienti	con	iperespressione	di	

FOXA1	 avevano	 una	 peggior	 DFS	 (p-log	 rank	 0.024)	 senza	 un	 peggioramento	 dell’OS	 (p	 0.46).	 Il	

grafico	sottostante	riporta	le	curve	di	sopravvivenza	del	DFS	per	i	due	gruppi.		

	

	

	

	

Non	sono	state	rilevate	differenze	nella	DFS	per	le	pazienti	che	esprimevano	AR	o	CK5/6	rispetto	a	

quelle	che	non	li	esprimevano	(p-log	rank	0.700	e	0.836,	rispettivamente),	come	mostrato	nei	

seguenti	grafici.		Risultati	simili	sono	stati	ottenuti	per	l’OS	considerando	l’espressione	di	AR	(p	

0.12).	Al	contrario,	i	TNBC	senza	espressione	di	CK5/6	presentavano	una	miglior	OS	di	quelli	che	le	

iperesprimevano	(p	0.017).
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L’analisi	della	DFS	in	relazione	alla	co-espressione	di	FOXA1/AR	non	ha	dimostrato	differenze	tra	i	

gruppi,	sebbene	i	gruppi	FOXA1	negativo/AR	positivo	e	FOXA	positivo/AR	negativo	sembrerebbero	

aver	un	comportamento	prognostico	differente	(p	0.104).	Per	quel	che	riguarda	la	co-espressione	di	

FOXA1	e	le	citocheratine	CK	5/6,	non	si	sono	osservate	differenze	di	DFS	tra	i	gruppi	(p	0.077).	

	

												 	
	

All’analisi	di	Kaplan-Meier	e	al	log	rank	test,	le	pazienti	con	TILs≥10%	presentavano	una	miglior	DFS	

(p-log	rank	0.013),	come	mostrato	nel	grafico	sottostante.	Per	quel	che	concerne	la	sopravvivenza,	

le	pazienti	con	TILs10%	sembrerebbero	presentare	una	miglior	OS	(p	0.052)	
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La	DFS	è	risultata	significativamente	più	breve	per	le	pazienti	con	FOXA1	positivo	e	TILs≤9%	rispetto	

agli	altri	gruppi	 (p-log	 rank	0.04).	 In	particolare,	 il	 tasso	di	 recidive	a	3	anni	è	stato	34.8%	(15/43	

pazienti).	

L’OS	non	sembrerebbe	essere	influenzata	dalla	co-espressione	di	FOXA1	e	TILs	(p-log	rank	0.22).		
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4.5. Analisi	univariata	e	multivariata	della	sopravvivenza	libera	da	malattia	(DFS)		

L’analisi	univariata	ha	identificato	quali	fattori	predittivi	di	una	peggior	DFS	lo	stadio	tumorale	(pT4	

HR	1.65,	IC95%	1.086-2.50,	p	0.01),	il	coinvolgimento	linfonodale	(pN1	HR	2.109,	IC95%	1.07-4.159,	

p	0.031),	l’iperespressione	di	FOXA1	(HR	2.16,	IC95%	1.08-4.31,	p	0.027).	La	presenza	di	TILs≥10%	è	

risultata	invece	protettiva	(HR	0.46,	IC95%	0.248-0.864,	p	0.015).		

All’analisi	 multivariata	 aggiustata	 per	 l’età	 della	 paziente,	 il	 coinvolgimento	 linfonodale	 e	

l’iperespressione	 di	 FOXA1	 sono	 risultati	 fattori	 indipendenti	 di	 peggior	 DFS.	 Risultati	 simili	 sono	

stati	 ottenuti	 nella	 valutazione	 dell’associazione	 di	 FOXA1/TILs:	 le	 pazienti	 con	 FOXA1	

negativo/TILs≤9%	hanno	una	maggior	probabilità	di	avere	una	recidiva	(HR	1.5,	IC95%	1.124-1.998,	

p	0.006).	La	presenza	di	TILs≥10%	è	risultata	invece	predittiva	di	una	miglior	DFS	(HR	0.477,	IC95%	

0.251-0.906,	p	0.023).	Nella	tabella	successiva	sono	riportati	tutti	gli	altri	parametri	considerati.	 	
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	 Analisi	univariata	 Analisi	Multivariata	aggiustata	per	
l’età	

Variabile		 HR	 IC95%	 p	 HR	 IC95%	 p	
Età	
≤49	anni	
≥50	anni	

	
Ref	
1.01	

	
Ref	
0.987-1.031	

	
	
0.40	

	 	 	

Grading	
1	
2	
3	

	
-	
Ref	
1.47	

	
-	
Ref	
0.52-4.13	

	
	
	
0.461	

	 	 	

pT	
1	
2	
3	
4	

	
Ref	
1.251	
1.552	
1.65	

	
Ref	
0.63-2.48	
0.93-2.57	
1.086-2.50	

	
	
0.521	
0.08	
0.01	

	
Ref	
	
	
1.47	

	
	
	
	
0.977-2.219	

	
	
	
	
0.064	

Coinvolgimento	
linfonodale	
0	
1	
2	
3	

	
Ref	
2.109	
1.485	
1.336	

	
Ref	
1.07-4.159	
0.918-2.42	
0.822-2.17	

	
	
0.031	
0.112	
0.240	

	
Ref	
2.26	

	
	
1.20-4.28	

	
	
0.011	

Ki67	
≤19%	
≥20%	

	
Ref	
0.984	

	
Ref	
0.30-33.18	

	
	
0.978	

	 	 	

FOXA1	
Non	espresso	
Espresso	

	
Ref	
2.16	

	
Ref	
1.08-4.31	

	
	
0.027	

	
Ref	
2.09	

	
	
1.04-4.22	

	
	
0.038	

AR	
Non	espresso	
Espresso	

	
Ref	
0.897	

	
Ref	
0.47-1.70	

	
	
0.740	

	 	 	

CK5/6	
Non	espresso	
Espresso	

	
Ref	
1.066	

	
Ref	
0.57-1.96	

	
	
0.836	

	 	 	

TILs	
≤9%	
≥10%	

	
Ref	
0.46	

	
Ref	
0.248-0.864	

	
	
0.015	

	
Ref	
0.477	

	
	
0.251-0.906	

	
	
0.023	

FOXA1-/AR+	
FOXA1-/AR-	
FOXA1+/AR+	
FOXA1+/AR-	

Ref	
2.375	
1.976	
1.702	

Ref	
0.304-18.56	
0.712-2.94	
0.869-3.33	

Ref	
0.409	
0.189	
0.120	

	 	 	

FOXA1-/TILs≥10%	
FOXA1-/TILs≤9%	
FOXA1+/TILs≥10%	
FOXA1+/TILs≤9%	

Ref	
2.984	
1.709	
1.631	

Ref	
0.871-10.22	
0.975-2.944	
1.136-2.341	

	
0.08	
0.06	
0.008	

	
	
	
1.50	

	
	
	
1.124-1.998	

	
	
	
0.006	
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6. DISCUSSIONE	
Il	 tumore	 triplo	 negativo	 della	 mammella	 è	 una	 malattia	 eterogenea	 ad	 andamento	 clinico	

aggressivo,	 per	 cui	 non	 sono	 attualmente	 disponibili	 terapie	 targeted	 alternative	 al	 trattamento	

chemioterapico	 	 [1]	 [12].	 Tuttavia,	 lo	 studio	 genomico	 dei	 TNBC	 ha	 permesso	 di	 classificarli	 in	

sottotipi	molecolari	differenti	[27]	[28],	che	sembrerebbero	avere	prognosi	differenti,	e	di	ipotizzare	

nuove	strategie	terapeutiche	da	affiancare	ai	trattamenti	convenzionali	[9].		

Gli	 infiltrati	 tumorali	 linfocitari	 (TILs)	 stanno	 acquisendo	 sempre	 più	 importanza	 in	 qualità	 sia	 di	

fattore	prognostico	del	 TNBC	 [46]	 [66]	 [67]	 [68]	 sia	 predittivo	di	 risposta	 alla	 chemioterapia	 [69]	

[70]	 [71].	 Lo	 sviluppo	di	 nuovi	 farmaci	 in	 grado	 riattivare	 la	 risposta	 immunitaria	 cellulo-mediata	

antineoplastica	potrebbe	pertanto	 rappresentare	un’ulteriore	possibilità	di	 trattamento	dei	 TNBC	

[29].			

	

Caratteristiche	cliniche	ed	istopatologiche	delle	pazienti		

Le	 pazienti	 coinvolte	 nel	 nostro	 studio	 hanno	 presentato	 tumori	 di	 alto	 grado	 (83%	 dei	 casi),	 di	

dimensioni	 superiori	 ai	 15mm	 (75%	 dei	 casi),	 con	 elevato	 indice	 mitotico	 (93%	 dei	 casi)	 e	

coinvolgimento	linfonodale	nel	36.6%	dei	casi.	Circa	un	terzo	delle	pazienti	ha	avuto	una	recidiva,	

avvenuta	 nella	 maggior	 parte	 dei	 casi	 entro	 tre	 anni	 dalla	 diagnosi.	 Inoltre,	 solo	 il	 54.5%	 delle	

pazienti	 era	 ancora	 viva	 a	 5	 anni	 di	 distanza	 dalla	 diagnosi.	 Questi	 dati	 sono	 in	 linea	 con	 i	 dati	

presenti	 in	 letteratura	 circa	 comportamento	 clinico	 aggressivo	 riscontrato	 nel	 tumore	 triplo	

negativo	della	mammella	e	la	sua	tendenza	a	recidivare	precocemente	[13]	[14]	[15].		

Nel	nostro	studio,	 l’analisi	univariata	ha	identificato	quali	fattori	prognostici	di	una	peggior	DFS	lo	

stadio	tumorale	ed	il	coinvolgimento	linfonodale,	 in	accordo	con	i	dati	presenti	 in	 letteratura	[11]	

[12]	[15].	 Il	coinvolgimento	linfonodale	è	risultato,	 inoltre,	un	fattore	prognostico	indipendente	di	

peggior	 DFS	 all’analisi	multivariata.	 In	 uno	 studio	 retrospettivo	 su	 605	 pazienti,	 Leon	 Ferre	 et	 al	
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sono	 giunti	 a	 conclusioni	 simili:	 solo	 lo	 stato	 linfonodale	 è	 risultato	 un	 fattore	 predittivo	

indipendente	di	peggior	DFS	[93].	

	

FOXA	1	

FOXA1	è	una	proteina	nucleare	la	cui	interazione	è	fondamentale	per	favorire	il	legame	di	ER	o	AR	

con	il	DNA,	favorendo	la	trascrizione	dei	loro	geni	target.	Sebbene	la	sua	presenza	nei	BC	ER	positivi	

sembri	 associato	 ad	 una	 prognosi	migliore	 [44]	 [45],	 il	 suo	 ruolo	 nei	 TNBC	 è	 ancora	 controverso	

[47].	

Tra	 le	 pazienti	 incluse	 nello	 studio,	 il	 59.3%	dei	 casi	 ha	 presentato	 un’iperespressione	 di	 FOXA1.	

Rispetto	ai	casi	con	FOXA1	negativo,	le	pazienti	che	iperesprimevano	FOXA1	sono	state	sottoposte	

più	frequentemente	a	chemioterapia	neoadiuvante	(p	0.020)	e	hanno	avuto	un	tasso	di	recidiva	più	

alto	(p	0.018).	In	particolare,	la	positività	a	FOXA1	si	è	associata	ad	un	raddoppiamento	del	rischio	

di	avere	una	recidiva	rispetto	alle	pazienti	con	FOXA1	negativo	(HR	2.16,	IC95%	1.08-4.31,	p	0.027).	

FOXA1	è	inoltre	risultato	un	fattore	predittivo	indipendente	di	peggior	DFS	all’analisi	multivariata.		

Habashy	et	al	[96]	avevano	analizzato	il	ruolo	prognostico	di	FOXA1	nel	BC	(696	casi)	trovando	che	

la	sua	espressione	si	associava	a	tumori	della	mammella	di	dimensioni	minori,	basso	grado	ed	indice	

mitotico,	 espressione	 di	 recettori	 steroidei	 (AR,	 ER	 e	 PgR)	 e	 buon	 Nottingham	 Prognostic	 Index.	

Inoltre,	l’espressione	di	FOXA1	si	associava	ad	una	riduzione	dell’OS	(p	0.008),	non	confermata	però	

all’analisi	 multivariata.	 Tuttavia,	 la	 popolazione	 in	 studio	 comprendeva	 tumori	 ER	 positivi	 ed	 il	

metodo	 di	 quantificazione	 di	 FOXA1	 prevedeva	 l’applicazione	 di	 uno	 score	 istochimico.	

Recentemente	Mangia	et	al	hanno	valutato	il	ruolo	di	FOXA1	quale	fattore	predittivo	di	recidiva	e	di	

sopravvivenza	 in	 124	 pazienti	 con	 TNBC,	 senza	 ottenere	 tuttavia	 dei	 risulti	 significativi	 [46].	 A	

differenza	 del	 nostro	 studio,	 il	 metodo	 di	 valutazione	 IHC	 di	 FOXA1	 ha	 utilizzato	 un	 quickscore	

system,	che	prevedeva	la	moltiplicazione	dello	score	percentuale	per	lo	score	di	intensità.		
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Il	recettore	per	gli	Androgeni	

Nel	nostro	studio	circa	un	terzo	dei	casi	ha	presentato	l’iperespressione	di	AR,	in	accordo	con	i	dati	

di	letteratura	[29]	[33].	È	stata	osservata	una	correlazione	diretta	tra	l’iperespressione	di	FOXA1	e	

AR	(52.3%	dei	casi	AR	positivi,	p	<0.001)	o,	viceversa,	della	sua	assenza	(83%	dei	casi	AR	negativi,	p	

<0.001).	Questi	risultati	sono	in	accordo	con	i	dati	di	letteratura	che	riportano	tassi	di	espressione	di	

FOXA1	nei	sottotipi	LAR	fino	a	9	volte	maggiore	degli	altri	istotipi	di	TNBC	[31]	e	che	identificano	in	

FOXA1	 un	 fattore	 fondamentale	 per	 l’interazione	 di	 AR	 con	 la	 cromatina	 e	 l’induzione	 della	

proliferazione	cellulare	nei	sottotipi	LAR	di	TNBC	[46]	[47].		

Il	 ruolo	 prognostico	 di	 AR	 non	 è	 ancora	 chiaro.	 Nel	 nostro	 studio	 non	 sembrerebbero	 esserci	

differenze	nel	DFS	 in	relazione	all’espressione	o	meno	di	AR.	Questi	dati	sono	 in	parziale	accordo	

con	 i	 dati	 presenti	 in	 letteratura,	 che	 riportano	una	miglior	DFS	nelle	pazienti	 con	AR	positivo	 in	

assenza	 di	 un	 effetto	 sull’OS	 [33]	 [34]	 [35].	 La	 differenza	 è	 probabilmente	 da	 ricondurre	 alla	

numerosità	del	campione	analizzato	che	risulta	inferiore	a	quello	degli	autori	citati.	 In	particolare,	

nella	metanalisi	di	Wang	et	al	(2826	pazienti	da	13	RCT),	questo	risultato	è	rimasto	invariato	anche	

quando	l’effetto	di	AR	su	OS	e	DFS	è	stato	valutato	con	cut-off	di	positività	differenti	[33].		

La	 valutazione	 dell’espressione	 di	 FOXA1	 e	 AR	 ha	 permesso	 di	 distinguere	 4	 gruppi	 differenti	

(FOXA1	 positivo/AR	 positivo,	 FOXA1	 negativo/AR	 positivo,	 FOXA1	 positivo/AR	 negativo,	 FOXA1	

negativo/AR	negativo).	Sebbene	non	siano	state	osservate	delle	differenze	significative	nel	DFS	e	OS	

tra	 i	 gruppi,	 sembrerebbe	 che	 le	 pazienti	 con	 FOXA1	 positivo	 ed	 AR	 negativo	 abbiano	 un	 DFS	

peggiore.	Al	contrario,	Guiu	et	al	[49]	hanno	riportato	che	le	pazienti	con	TNBC	FOXA1	positivo/AR	

positivo	 presentavano	 una	 peggior	 OS	 e	 DFS	 a	 5	 anni	 dalla	 diagnosi.	 Tuttavia,	 Guiu	 et	 al	 hanno	

considerato	TNBC	anche	tumori	con	espressione	di	ER/PgR	fino	al	10%:	questo	potrebbe	spiegare	la	

differenza	tra	i	risultati	dei	due	studi.					
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Le	cItocheratine	CK5/6	

Sono	 citocheratine	mioepiteliali	 basali	 espresse	 da	 un	 sottotipo	 di	 TNBC,	 il	 Basal-Like,	 che	 ha	 un	

comportamento	clinico	particolarmente	aggressivo	[51]	[53].		

Circa	 il	 56%	 delle	 pazienti	 incluse	 nello	 studio	 ha	 presentato	 l’iperespressione	 di	 CK5/6.	 È	 stata	

osservata	una	correlazione	inversa	nella	co-espressione	di	FOXA1	e	citocheratine	5/6.	Quasi	il	70%	

dei	 casi	 che	 iperesprimevano	 CK5/6	 erano	 FOXA1	 negativi	 (p	 0.015),	 in	 accordo	 con	 quanto	

osservato	 da	 Habashy	 et	 al	 [96].	 Inoltre,	 non	 sono	 state	 osservate	 associazioni	 significative	

nell’espressione	di	AR	e	citocheratine	CK5/6,	anche	se	 in	circa	 il	60%	dei	casi	con	AR	negativo,	 le	

citocheratine	erano	iperespresse.	Questi	risultati	sono	in	accordo	con	il	profilo	genomico	espresso	

dai	diversi	sottotipi	di	TNBC,	classificati	da	Lheman	et	al.	[31]	e	successivamente	da	Burstein	et	al	

[28].	 In	 particolare,	 utilizzando	 i	 surrogati	 IHC,	 il	 TNBC	 basal-Like	 si	 caratterizzerebbe	 per	

un’iperespressione	dei	CK5/6,	mentre	 il	 sottotipo	Luminal-AR	per	 iperespressione	di	FOXA1	e	AR.	

Inoltre,	 risultati	simili	 sono	stati	 riportati	da	Maeda	et	al,	nonostante	gli	autori	avessero	adottato	

cut-off	differenti	per	indicare	la	positività	dei	biomarkers	[55].	

Per	 quel	 che	 riguarda	 il	 ruolo	 prognostico	 delle	 citocheratine	 CK5/6,	 non	 sono	 state	 trovate	

differenze	significative	in	termini	di	DFS	tra	chi	le	esprime	e	chi	non	le	esprime.	Inoltre,	le	pazienti	

con	TNBC	CK5/6	negativo	hanno	avuto	una	miglior	OS	(p	0.017).	Questi	risultati	sono	in	disaccordo	

con	 quanto	 riportato	 in	 letteratura,	 ma	 la	 differenza	 potrebbe	 essere	 spiegata	 dalla	 diversa	

numerosità	campionaria	del	nostro	studio	(35	pazienti	nello	studio	di	Abdelrahaman	et	al	[52],	52	

casi	nello	studio	di	Maeda	et	al.	[55]).			

	

Gli	infiltrati	linfocitari	tumorali	

Sebbene	non	ci	sia	una	concordanza	sulla	definizione	di	positività	ai	TILs,	se	ne	rende	sempre	più	
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necessaria	 l’identificazione,	 considerando	 la	 necessità	 di	 trasformare	 una	 variabile	 continua	 in	

dicotomica	e	rendere	omogenei	i	risultati	dei	diversi	studi.	Nel	nostro	studio,	per	la	valutazione	dei	

TILs	 è	 stato	 scelto	 un	 cut-off	 ≥10%	 è	 stata	 fatta	 sulla	 base	 della	 curva	 ROC,	 che	 ha	 permesso	 di	

classificare	il	54%	circa	delle	pazienti	come	TILs	positive.	Tuttavia,	altri	autori	hanno	utilizzato	altri	

valori	 come	cut-off,	ad	esempio	TILs≥50%	[46]	 [94],	o	hanno	creato	uno	score	di	espressione	 (ad	

esempio	basso/medio/elevato	[70]	[71]).	

Nel	 nostro	 studio,	 non	 sono	 state	 osservate	 differenze	 significative	 rispetto	 a	 grado	 istologico,	

stadio	 tumorale	o	 linfonodale,	 indice	mitotico	o	espressione	 IHC	dei	biomarkers	 (FOXA1,	AR	e	CK	

5/6)	 tra	 le	pazienti	con	TILs≥10%	e	quelle	con	TILs≤9%.	Sebbene	non	ci	 siano	state	differenze	nel	

trattamento,	 le	 pazienti	 con	 TILs≤9%	 hanno	 avuto	 un	 tasso	 di	 recidiva	 maggiore	 (40.3%	 versus	

23.1%,	p	0.039).	La	presenza	di	TILs≥10%	è	infatti	risultata	un	fattore	prognostico	positivo	con	una	

minor	incidenza	di	recidive	(p-log	rank	0.013)	e	una	tendenza	ad	avere	anche	una	miglior	OS	(p-log	

rank	0.052).	Le	pazienti	con	TNBC	ed	un	infiltrato	linfocitario	≥10%	hanno	presentato	una	riduzione	

del	rischio	di	recidive	del	55%	all’analisi	multivariata.	Questi	dati	sono	concordi	con	i	dati	presenti	in	

letteratura	 [66]	 [67]	 [93]	e	 suggerirebbero	 l’importanza	di	 introdurre	 la	valutazione	dei	TILs	nella	

pratica	clinica	quotidiana,	al	contrario	di	quanto	affermato	da	Salgado	et	al	[62].	

La	 valutazione	 dell’espressione	 di	 FOXA1	 e	 TILs	 ha	 permesso	 di	 distinguere	 4	 gruppi	 differenti	

(FOXA1positivo/TILs≤9%,	 FOXA1negativo/	 TILs≤9%,	 FOXA1positivo/TILs≥10%,	

FOXA1negativo/TILs≥10%)	 che	 sembrerebbero	 avere	 tassi	 di	 recidiva	 differenti.	 In	 particolare,	 il	

gruppo	con	FOXA1	positivo	e	TILs≤9%	ha	mostrato	una	peggior	DFS	(HR	1.50,	p	0.006)	con	un	tasso	

di	 recidive	a	3	anni	di	quasi	 il	 35%.	 I	nostri	 risultati,	 che	confermerebbero	 il	 ruolo	prognostico	di	

FOXA1	e	TILs	sia	da	soli,	sia	in	associazione,	sono	in	disaccordo	con	i	risultati	di	Mangia	et	al	[46].	

Nello	studio,	le	pazienti	FOXA1	negativi/TILs	negativi	avrebbero	un	DFS	peggiore	degli	altri	gruppi,	

tuttavia	i	cut-off	di	positività	erano	diversi	dai	nostri	per	entrambe	le	variabili.		



51	
	

Conclusioni	

In	 conclusione,	 la	 prognosi	 delle	 pazienti	 affette	 da	 TNBC	 è	 variabile	 a	 causa	 della	 grande	

eterogeneità	del	tumore	stesso.	L’indagine	immunoistochimica	è	una	metodica	diffusa	e	con	costi	

contenuti	che	risulta	utile	per	una	più	precisa	caratterizzazione	del	sottotipo	di	TNBC.	In	particolare,	

l’espressione	di	FOXA1	è	risultata	un	fattore	prognostico	negativo	indipendente	di	recidiva,	sia	da	

solo	 sia	 in	 associazione	 con	 bassi	 infiltrati	 linfocitari	 intratumorali.	 Al	 contrario,	 la	 presenza	 di	

infiltrati	 linfocitari	 intratumorali	≥10%	è	risultata	predittiva	di	una	miglior	prognosi.	Alla	 luce	degli	

avanzamenti	 della	 ricerca	 farmacologica	 in	 campo	 di	 immunoterapia	 e	 farmaci	 alternativi	 al	

trattamento	chemioterapico,	si	rende	necessaria	l’integrazione	dell’analisi	immunoistochimica	nella	

pratica	clinica	quotidiana	e	la	definizione	di	specifici	cut-off	di	positività.			 	
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APPENDICE	1	

Stadiazione	del	Tumore	della	Mammella	secondo	AJCC	(7^	edizione)	[92]	
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APPENDICE	2	
Metodo	di	approccio	standardizzato	per	la	valutazione	dei	TILs	nel	tumore	della	mammella	[62].	
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