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1. INTRODUZIONE 

 

Il carcinoma della mammella è il tumore più frequentemente diagnosticato nelle donne in 

Italia, con 54976 nuove diagnosi stimate per il 2020 (il 30,3% di tutti i tumori femminili). 

Tra i fattori di rischio: età, fattori riproduttivi, fattori ormonali, fattori dietetici e 

metabolici, pregressa radioterapia a livello toracico, precedenti displasie o neoplasie 

mammarie, familiarità ed ereditarietà.  

Grazie allo screening e alla maggior consapevolezza delle donne, la maggior parte dei 

tumori maligni mammari è diagnosticata in fase iniziale quando il trattamento chirurgico 

può essere più spesso conservativo e la terapia adottata più efficace permettendo di 

ottenere sopravvivenze a 5 anni molto elevate. Il trattamento loco-regionale standard delle 

forme iniziali è costituito dalla chirurgia conservativa associata alla radioterapia o dalla 

mastectomia1.  

I carcinomi della mammella costituiscono un gruppo eterogeneo di tumori caratterizzati 

da una marcata variabilità di presentazione clinica, comportamento biologico e risposta 

alla terapia. 

Nella pratica clinica, la classificazione e la gestione del carcinoma mammario si basano 

principalmente sulle caratteristiche clinico-patologiche del tumore (morfologia, 

dimensioni, grado, stato linfonodale, immunofenotipo). Queste caratteristiche, tuttavia, a 

parità di stadio tumorale e anche nell’ambito di tumori simili sul piano immuno-

morfologico, non sono risultate sufficienti per l’ottenimento di informazioni prognostiche 

e predittive sempre precise.  

Nel corso degli ultimi anni, il profilo immunofenotipico del carcinoma della mammella 

ha assunto grande importanza prognostica e predittiva. 

Tra i marcatori che di volta in volta sono stati identificati e proposti, il recettore per 

estrogeni (ER), il recettore per il progesterone (PgR) e l’HER2 (Human Epidermal 

Growth Factor Receptor 2) hanno assunto un ruolo cardinale nella formulazione 

prognostica, in quanto correlati ad alcune caratteristiche intrinseche della neoplasia 

(grado di differenziazione, attitudine all’invasività, tendenza alla metastatizzazione a 
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distanza) ma soprattutto collegati alla possibilità di un approccio terapeutico sistemico 

che sfrutti gli assi legati ai recettori ormonali (terapia anti-ormonale) o l’utilizzo di 

anticorpi monoclonali (anti-HER2) 2,3. 

Tuttavia, è diventato sempre più evidente come all’interno di ciascun gruppo di tumori 

esista una eterogeneità clinica, patologica e molecolare; cioè, carcinomi mammari con 

profili ER e HER2 simili possono avere differente esito clinico e mostrare caratteristiche 

patologiche e profili molecolari diversi.  

Da qui l’esigenza di strumenti prognostici e predittivi ancora più efficienti ed efficaci, 

che ha costituito uno stimolo per lo studio delle caratteristiche genetiche e bio-molecolari 

delle cellule neoplastiche ma anche di ciò che apparentemente è non-neoplastico. 

È opportuno, infatti, considerare che nel determinismo del comportamento biologico di 

una neoplasia entrano in gioco altri aspetti, oltre a quelli già noti e legati essenzialmente 

a caratteristiche intrinseche alla cellula neoplastica, in particolare la reazione stromale 

elicitata dal clone, fenomeno che prende il nome di stromatogenesi neoplastica e che 

comprende i tra i fenomeni più noti la neoangiogenesi tumorale, ma anche la risposta del 

sistema immunitario; peraltro, i due fenomeni non sono da considerare eventi 

indipendenti. Il processo di stromatogenesi implica sia un rimodellamento di strutture 

preesistenti sia la formazione di nuove strutture. L’interazione tra cellule tumorali e 

stromali tumore-associate rappresenta l’elemento chiave per la sopravvivenza, la crescita, 

l’invasività e la capacità di metastatizzare. Ad oggi, tra questi fenomeni, quello più 

studiato è stato quello della vasculogenesi4, che rappresenta attualmente un bersaglio 

terapeutico in diverse neoplasie. Gli elementi vascolari non rappresentano, tuttavia, 

l’unica quota mesenchimale degna di nota nell’ambito dello stroma neoplastico. 

È stato descritto infatti un ruolo importante nella progressione neoplastica di alcuni 

fibroblasti, denominati CAF, con un fenotipo attivato e che sembrano essere indotti 

direttamente dal clone neoplastico a partire da elementi mesenchimali residenti o da 

precursori circolanti; questi stessi elementi sono in grado di indurre nel clone neoplastico 

modificazioni, come i fenomeni di transizione epitelio-mesenchimale (EMT) e soprattutto 

sostengono la proliferazione e la sopravvivenza del clone stesso attraverso un continuo 

cross-talk mediato da citochine e fattori di crescita5. L’interazione tra cellule tumorali e 
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cellule stromali tumore-associate rappresenta l’elemento chiave per la sopravvivenza, la 

crescita, l’invasività e la capacità di metastatizzare. 

La stromatogenesi neoplastica deve essere distinta dalla fibrosi reattiva usuale che 

circonda le neoplasie benigne (capsula fibrosa) e dal tessuto connettivo avascolare che si 

forma per colmare una perdita di sostanza (fibrosi cicatriziale). Lo stroma neoplastico 

neoformato, essendo una struttura differente rispetto ai tessuti normali, ha la funzione di 

facilitare l’invasione delle cellule tumorali e la migrazione delle cellule endoteliali, ma 

non limita né ritarda in nessun modo il processo neoplastico5. 

L’idea che l’interazione tra cellule neoplastiche e stroma svolga un ruolo fondamentale 

nei processi di cancerogenesi è nota da diverse decadi. Studi più recenti hanno dimostrato 

come lo stroma normale sia in grado di determinare la differenziazione delle cellule 

maligne6,7.  

Dalle acquisizioni della letteratura scientifica degli ultimi anni è inoltre emerso 

prepotentemente il ruolo del sistema immunitario, e in particolare la tipologia di infiltrato 

e la sua localizzazione rispetto al tessuto neoplastico, quello che, nel suo insieme, viene 

definito contesto immunologico della neoplasia. Il contesto immunologico può essere 

valutato, ad esempio, mediante la formulazione di uno score, definito appunto 

immunoscore, proposto da Gèrome Galon nei carcinomi colon-rettali, che si basa sulla 

quantificazione dell’infiltrato CD3 totale e CD8 in specifiche aree del tumore. A seconda 

della tipologia e della localizzazione dell’infiltrato immunitario è possibile attualmente 

ottenere utili informazioni prognostiche e predittive8.  

Un ulteriore aspetto ancora poco studiato nei carcinomi della mammella è il recettore 

androgenico; quest’ultimo, espresso dalle cellule epiteliali dell’unità duttulo-lobulare 

terminale, è implicato nello sviluppo della ghiandola mammaria e in particolare nella 

proliferazione dei dotti, potendo svolgere un ruolo nella genesi di alcune forme 

carcinomatose, rappresenterebbe inoltre un potenziale bersaglio di terapia mirata, 

soprattutto nei carcinomi triplo-negativi9. La sua valutazione nella pratica clinica 

potrebbe pertanto fornire utili informazioni per eventuali trattamenti sperimentali, già 

oggetto di studio in alcune istituzioni. 
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1.1 Classificazione molecolare dei carcinomi della mammella e correlazioni 

immunomorfologiche 

 

La prima pioneristica classificazione molecolare del carcinoma mammario è stata 

sviluppata da Perou et al. nel 20002, che eseguirono un’analisi con la tecnica del cDNA 

microarray su 65 campioni di 42 pazienti. In questo studio, vennero identificati quattro 

sottotipi molecolari intrinseci di carcinomi della mammella: “luminal”, “HER2-

enriched”, “basal like” e “normal breast-like”, con comportamento biologico, fattori di 

rischio, storia naturale, risposta alla terapia e prognosi differenti. 

Un anno dopo, Sorlie et al2 eseguirono 85 analisi di cDNA microarray su 78 campioni di 

carcinoma mammario, affinando ulteriormente la classificazione molecolare intrinseca, 

proponendo la divisione del gruppo “luminal” in “luminal A” e “luminal B”, mentre 

veniva escluso il gruppo normal breast like, trattandosi di un artefatto, dovuto alla 

presenza di abbondanti quote di tessuto mammario normale nei campioni esaminati. 

Grazie a questi studi è stato possibile identificare dei pattern genici intrinseci che regolano 

l’espressione di ER, PgR ed HER2, rendendo l’approccio molecolare come una delle 

metodiche più importanti nello studio dei carcinomi della mammella, in grado di fornire 

informazioni fondamentali sia per una nuova tassonomia e classificazione che per una più 

approfondita conoscenza dei meccanismi biologici che contraddistinguono queste diverse 

forme di neoplasie2,3.  

Si riportano di seguito le principali caratteristiche dei quattro sottotipi molecolari 

intrinseci. 

 

Luminal A 

Costituiscono circa il 50% dei carcinomi della mammella. Morfologicamente sono 

caratterizzati da un miglior grado di differenziazione (G1-G2 secondo il sistema 

combinato di Nottingham), basso indice mitotico e scarsa attività proliferativa10,11. Per 

quanto concerne gli istotipi, appartengono a questo gruppo: carcinomi duttali invasivi 

NST, lobulari invasivi, tubulari, cribriformi e mucinosi 10-12.  

Sul piano immuno-fenotipico, vengono definiti Luminal A quei carcinomi che esprimono 

i recettori ormonali (ER positivi e PgR positivi) con HER2 negativo (score 0 o 1+ secondo 
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le più recenti linee guida proposte dall’ASCO/CAP 2018) e indice di proliferazione (Ki-

67) < 14%13. 

Questi tumori sono inoltre caratterizzati da una buona prognosi, con una sopravvivenza 

libera da recidive dell’80% a tre anni8. Infatti, in virtù della positività dei recettori 

ormonali, si osserva generalmente una ottima risposta al trattamento sistemico anti-

ormonale. I carcinomi appartenenti al gruppo Luminal Epithelial A sono caratterizzati 

dall’espressione di gruppo di geni che configura il cluster ER quali GATA binding protein 

3, X-box binding protein 1, trefoil factor 3, hepatocyte nuclear factor 3α, LIV-1 protein 

estrogen regulated, Acyl CoA dehydrogenase2. Studi successivi hanno evidenziato 

l’espressione di ulteriori geni, quali c-kit, hepatocyte growth factor, insulin-like growth 

factor-binding protein-3, ATF-3, componenti del sistema di fattori di trascrizione AP-1 

come c-fos, c-jun, fosB, jun-D; di contro è stata rilevata una bassa/assente espressione di 

geni correlati alla crescita cellulare quali la topoisomerasi II, mitotic kinesis-like protein-

1, PCNA, CDC2, BUB1 e MAD2L114.  

 

Luminal B 

I “Luminal B” costituiscono circa il 20% dei carcinomi mammari. Sono caratterizzati da 

una variabile espressione di ER e soprattutto di HER2, mostrano, a differenza dei Luminal 

A, un più basso grado di differenziazione ed una prognosi peggiore, caratterizzata da un 

tasso di sopravvivenza libera da malattia del 40% a dieci anni 10,11,14. Le categorie 

istomorfologiche dei tumori con signature molecolare tipo Luminal B non sono 

sostanzialmente dissimili da quelle dei tumori Luminal A, con netta prevalenza degli 

istotipi duttali NST, lobulari e di alcune altre forme speciali, tra cui il carcinoma 

micropapillare10-12. Sul piano immuno-fenotipico, mostrano positività per ER e PgR. 

Riguardo l’espressione di Her2 e Ki67 si distinguono due sottogruppi: (1) HER2 negativi: 

tumori che esprimono i recettori ormonali (ER positivi e/o PgR positivi) con indice di 

proliferazione (Ki67) ≥14%; (2) HER2 positivi: tumori che esprimono i recettori ormonali 

(ER positivi e/o PR positivi) e che presentano l’iperespressione della proteina HER2 o 

l’amplificazione del gene HER2/neu, indipendentemente dall’indice di proliferazione 

valutato con Ki67. 

Ne consegue che tali neoplasie mostreranno una diversa risposta alla terapia sistemica. 

Infatti, si osserva una discreta risposta all’ormonoterapia, comunque leggermente 
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inferiore rispetto ai luminal A, e una maggiore risposta alla chemioterapia, in virtù 

dell’indice proliferativo generalmente più elevato.  

Dal punto di vista molecolare, questo sottogruppo è identificato dall’espressione di 

proteine tirosin-fosfatasi tipo IV A, tumor necrosis factor receptor-associated factor 3, 

RAD21, BRCA1-associated protein 1 (BAP1), XBP1, FOXA1, GATA3, TFF3 e da una 

bassa espressione di FGFR1, CXCR4, ATF-3 e VCAM114.  

 

HER2 - enriched 

Costituiscono il circa il 15% dei carcinomi della mammella. Differentemente dai sottotipi 

“luminal”, questa categoria immunofenotipica non esprime i recettori ormonali e si 

caratterizza per la sola amplificazione del gene HER2.  

Appartengono a questo sottotipo molecolare per lo più istotipi duttali NST scarsamente 

differenziati (G3), con alto indice di proliferazione ed elevata conta mitotica. 

Immunofenotipicamente, si osserva intensa e diffusa positività di membrana per HER2 

(score 3+ ASCO7CAP 2018). 

La prognosi è generalmente scarsa, sebbene tali carcinomi si possano giovare del 

trattamento con l’anticorpo monoclonale anti-HER2, Trastuzumab. Il trattamento 

prevede inoltre regimi chemioterapici a base di antracicline. 

Sul piano genico, sono caratterizzati da una elevata espressione dei geni appartenenti 

all’HER2 amplicon (17q22.24) inclusi ERBB2, GRB7 insieme a geni coinvolti nel 

pathway di ras quali Ras-related GT Pases, R ALB e R AB6A, che spiegano la 

convergenza di neu e ras nella tumorigenesi mammaria14,15.  

L’espressione dei geni per fibronectin 1 e syndecan 1 (CD138), insieme alla ridotta 

espressione di quelli per c-kit e c-myc differenziano questi tumori dai luminali, in 

particolar modo dai Luminal B positivi per HER2. Infatti, secondo alcuni studi, i 

carcinomi alla mammella luminal B [ER(+) ed HER2(+)] presentano alti livelli di geni 

spesso espressi dalle cellule epiteliali luminali normali, mentre i carcinomi HER2-

enriched [ER(-) ed HER2(+)] presentano una forte espressione di geni caratteristici di 

progenitori di cellule staminali simili2,14-17. Questi studi rivelano inoltre che i carcinomi 

luminal B e i carcinomi HER2-enriched sono biologicamente differenti, mostrano, infatti, 

pattern di risposta alla chemioterapia, alla terapia mirata per HER2, tempi e siti di recidiva 

differenti. 
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Basal-like  

La definizione di basal-like deriva dall’analogia morfologica tra questi tumori e le cellule 

basali/mioepiteliali dell’epitelio mammario, analogia testimoniata sia a livello 

immunofenotipico (positività per le CK5/6) che genetico, per la concomitante espressione 

dei geni per le CK5, CK17, CK14, integrina β4 e laminina. 

I carcinomi del tipo basal-like mostrano una parziale sovrapponibilità immunofenotipica 

e genetica con i tumori caratterizzati da mutazioni germline del BRCA1 e, sebbene la 

maggior parte delle neoplasie con caratteristiche basal-like non mostri una mutazione del 

BRCA1, è stato riscontrato in questa categoria di carcinomi uno stato disfunzionale del 

gene, legato verosimilmente a modificazioni epigenetiche18. Il gene BRCA1 svolge un 

ruolo nella differenziazione dell’epitelio mammario da cellule staminali/progenitrici ER- 

in cellule luminali mature ER+, e questo potrebbe giustificare il fenotipo ER- dei tumori 

associati a BRCA1 mutato o disfunzionale19. 

Il sottogruppo molecolare basal-like dei carcinomi mammari si caratterizza per una 

relativa eterogeneità in termini trascrizionali e per una notevole aggressività da un punto 

di vista prognostico. 

I tumori basal-like sono stati per molto tempo assimilati al gruppo dei carcinomi 

mammari triplo-negativi (Triple Negative Breast Cancer TNBC), in virtù della loro 

mancata espressione dei recettori ormonali (ER e PgR) e dell’HER2.  

Successivamente alla classificazione di Perou, lo studio di Cheang et al.20 identifica un 

panel di marcatori immunoistochimici, comprendente ER, PgR, HER2, CK5/6 ed EGFR 

che consente di identificare i tumori triplo-negativi con una specificità del 100% ed una 

sensibilità del 76%. Tramite l’utilizzo di questo panel anticorpale è stato quindi 

evidenziato quel gruppo di neoplasie ER-PgR-HER2-CK5/6+ EGFR+ (definito Core 

Basal) che è tipico di donne in giovane età e che presenta un alto grado istologico ed una 

prognosi marcatamente severa. 

Questa sovrapposizione, effettuata assimilando dati immunoistochimici (che definiscono 

lo status di triplo-negativo) e dati generici (che identificano i tumori basal-like) in effetti 

ha ingenerato negli anni notevole confusione21.  

Se le due categorie vengono considerate in maniera distinta, i tumori basal-like sono parte 

del più ampio gruppo dei TNBC e ne costituiscono il 70%, mentre il resto mostra 



10 
 

caratteristiche morfologiche, immunofenotipiche e prognostiche differenti dai carcinomi 

basali. 

 

Carcinomi triplo-negativi 

I carcinomi della mammella triplo-negativi (TNBC) rappresentano il 10-17% di tutti i 

tumori della mammella e la variabilità tra le varie casistiche è associata alle metodiche ed 

ai cut-off utilizzati per la definizione della negatività ai tre marcatori.  

Da un punto di vista epidemiologico, i TNBC sono presenti in una fascia di età differente 

rispetto ai tumori luminali, con picco di incidenza prima dei 50 anni 22,23.  

La loro notevole aggressività, testimoniata da un rischio di recidiva più alto nei primi tre 

anni 24,25, da un alto tasso di mortalità entro i primi cinque anni e da una sopravvivenza 

ridotta a seguito del primo evento metastatico26 è globalmente maggiore rispetto agli altri 

sottogruppi molecolari27, compreso il gruppo HER2.  

Questo dato è stato ampiamente dibattuto e numerosi studi non evidenziano particolari 

differenze nell’incidenza di recidive e metastasi a distanza rispetto ai tumori non TNBC27 

o addirittura una associazione inversa28. A differenza dei tumori non TNBC, non sembra 

esistere una correlazione tra le dimensioni del tumore primitivo dei TNBC e la presenza 

di metastasi linfonodali25, in analogia a quanto accade nei tumori con mutazione di 

BRCA129.  

Da un punto di vista istopatologico, i TNBC comprendono forme meglio differenziate ed 

altre caratterizzate da un marcato pleomorfismo e grado nucleare30-33.  

Tra queste, si riconoscono carcinomi che mostrano il classico fenotipo basaloide 

caratterizzato da elementi di piccola/media taglia ad organizzazione organoide o solida, 

con palizzata periferica, alto grado istologico (G3 sec. Nottingham), scarsa formazione di 

tubuli, numerose figure mitotiche, talvolta atipiche (>25 per 10 HPF), foci di necrosi “a 

carta geografica” 30,34,35.  

Tali tumori esprimono le citocheratine basali CK5/6, CK14 e CK17 in maniera variabile, 

con maggiore espressione delle prime. 

Alcuni tumori di tipo basaloide mostrano una differenziazione mioepiteliale, con 

concomitante espressione di actina muscolo liscio, CD10 o p63. Variabile è invece 

l’espressione delle cheratine luminali CK7, CK8/18 e CK19 e del c-kit34,36.  
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Nell’ambito dei carcinomi triplo-negativi esistono inoltre forme, come il carcinoma con 

aspetti midollari e il carcinoma adenoide-cistico, caratterizzate da un comportamento 

biologico meno aggressivo e con conseguenti caratteristiche prognostiche migliori. 

Oltre ai carcinomi invasivi NST, infatti, appartengono al gruppo dei TNBC: 

 

I carcinomi con aspetti midollari, caratterizzati da un’architettura di tipo sinciziale, con 

aspetti solidi o nastriformi, in cui le strutture ghiandolari rappresentano solo una minima 

percentuale del tumore; tali neoplasie sono costituite da elementi cellulari generalmente 

rotondeggianti od ovoidali, con abbondante citoplasma e nuclei vescicolosi con nucleoli 

evidenti. La proliferazione neoplastica è intervallata da bande di tessuto collagene 

associate ad un cospicuo infiltrato linfoplasmacellulare, con rara formazione di follicoli 

linfoidi o aspetti granulomatosi. I tumori midollari mostrano margini di tipo espansivo30. 

Il profilo immunofenotipico comprende l’espressione di CK di tipo luminale, incluse la 

19; le classiche CK basali e l’EGFR sono espresse solo in una percentuale variabile di 

casi (30.3 – 60%)37,38. 

I carcinomi metaplastici sono invece un gruppo eterogeneo di neoplasie caratterizzate da 

aree di adenocarcinoma intimamente interconnesse con aree a differenziazione squamosa 

o a cellule fusate (forme epiteliali pure), comprendenti talvolta zone a differenziazione 

eterologa condroide, ossea e rabdoide (carcinomi misti epiteliali e mesenchimali). Si 

tratta di tumori scarsamente differenziati e morfologicamente bizzarri, in cui la 

componente ghiandolare può rappresentare o la parte prevalente o quella minoritaria, 

come accade nelle forme squamose pure. Tale eterogeneità si ripercuote anche sul piano 

immunofenotipico, in quanto l’espressione di marcatori specifici (CK 34βE12 negli 

squamosi o nelle forme fusate a differenziazione squamosa, S100 nelle zone a 

differenziazione condroide) si associa all’espressione di alcuni marcatori di tipo basale, 

come l’EGFR39.  

I carcinomi secretori composti da una popolazione relativamente monomorfa di cellule 

con nuclei blandi, nucleoli incospicui, attività mitotica minima ed accumulo intra e peri 

ghiandolare di materiale PAS+. Il tumore cresce in masse solide, separate da setti fibrosi 

con formazione di spazi cistici di dimensione variabile. L’espressione di S100 e CEA 

contraddistingue questa rara forma neoplastica40.  
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I carcinomi mioepiteliali mostrano carattere marcatamente infiltrante e sono composti 

unicamente da elementi mioepiteliali, prevalentemente fusati e talora epitelioidi, con 

modesta attività mitotica (3-4 mitosi per 10 HPF [high power field]) e jalinizzazione 

centrale, dovuta ad una marcata deposizione di collagene. Le cellule tumorali mostrano 

la caratteristica positività del mioepitelio per CD10 e p63 e sono negative per calponina 

e actina muscolo liscio30. 

I carcinomi adenoide-cistici sono caratterizzati da una crescita cribriforme, trabecolare-

tubulare e solida, costituita da due tipi cellulari, uno basaloide, all’interfaccia con lo 

stroma circostante, l’altro a morfologia cuboidale o più raramente fusata, in posizione 

luminale. Le cellule basali mostrano una chiara positività per actina muscolo liscio, 

calponina e CD14, le cuboidali secretorie sono invece CK7+. Queste neoplasie sono 

caratteristicamente c-kit positive41. La diagnosi differenziale talora si pone con forme ben 

differenziate di carcinoma invasivo, come il carcinoma cribriforme invasivo, o con lesioni 

mammarie a comportamento biologico benigno, come la sferulosi collagena, con la quale 

si osserva una notevole sovrapposizione morfologica e immunofenotipica, in questi casi 

l’impiego di marcatori immunoistochimici come CD10 e Actina muscolo-specifica 

(HHF35) possono aiutare nella diagnosi differenziale42. 

 

Nel 2011, Lehmann et al.43 hanno identificato sei sottotipi molecolari di TNBC:  

- Basal like 1: caratterizzato da cellule che esprimono geni legati al ciclo cellulare 

(cycle-related gene exspression),  

- Basal like 2: mostra un’intensa espressione di geni coinvolti nella cascata del 

segnale di fattori di crescita (EGF, NGF, MET e IGF1R). Il sottotipo basal like 

2 è caratterizzato da una differenziazione basale/mioepiteliale, con alti livelli di 

p63 e CD10. 

Sia i carcinomi mammari appartenti al sottotipo BL1 che al sottotipo BL2 

presentano alti livelli di Ki67, 

-  Immunomodulante: esprime geni coinvolti nella risposta immune e mostra una 

sostanziale sovrapposizione con il carcinoma mammario midollare, un 

carcinoma TNBC caratterizzato da una buona prognosi44.  
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- Mesenchymal stem-like (MSL) e mesenchimale (M): esprimono geni responsabili 

della motilità cellulare e coinvolti nei pathway di differenziazione cellulare. Il 

sottotipo MSL rispetto al sottotipo M, mostra una minore espressione di geni 

responsabili della proliferazione cellulare e presenta caratteristiche molecolari 

del sottotipo claudin-low.  

I tumori claudin-low sono caratterizzati da una bassa o assente espressione di 

marcatori di differenziazione luminale/ghiandolare, come la e-caderina e dalla 

sovra espressione di antigeni mesenchimali, come la vimentina, e sono ricchi di 

cellule staminali carcinomatose45. Questi tumori, si pensa costituiscano il 5-10% 

di tutti i carcinomi mammari, sono triplo-negativi e hanno un fenotipo basal-

like46. 

La maggior parte dei carcinomi claudin-low sono scarsamente differenziati, 

hanno una morfologia high-grade e sono ricchi di cellule infiammatorie47.  

I carcinomi con caratteristiche simili hanno un alto potenziale metastatico e una 

cattiva prognosi48,49. Le caratteristiche morfologiche, immunofenotipiche e 

genetiche del carcinoma metaplastico sono coerenti con quelle dei tumori 

claudin-low45. 

- Luminal con recettore per gli androgeni (LAR): esprime la CK18 luminale e geni 

coinvolti in pathway ormonali, incluso il recettore per gli androgeni. Il sottotipo 

LAR corrisponde al sottotipo molecolare apocrino descritto negli studi di Farmer 

et al50. 

Gli studi di Lehmann et al. indicano che ciascun sottotipo molecolare di TNBC presenta 

almeno un target differente con potenziali risvolti terapeutici. 

Questo approccio potrebbe cambiare l’attuale teoria del “one size fits all” riguardo il 

regime chemioterapico di solito impiegato nel trattamento dei TNBC, rispetto ad una 

possibile e potenziale terapia mirata individuale basata su sottotipi molecolari specifici. 
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1.2 Stromatogenesi neoplastica 

Le caratteristiche fondamentali che definiscono “maligno” il comportamento biologico 

delle neoplasie sono la capacità di invasione locale e di metastatizzare a distanza. Ancora 

oggi, gli esatti meccanismi di diffusione neoplastica rimangono sconosciuti. 

Già nel 2001 era stato dimostrato che, in vitro, i fibroblasti normali prelevati da campioni 

di mastoplastica riduttiva erano in grado di inibire la crescita e il processo morfogenetico 

di cellule epiteliali displastiche. Al contrario, i fibroblasti prelevati da carcinomi 

mammari determinano uno stimolo proliferativo nelle cellule epiteliali duttali normali, 

portando alla formazione di dotti 51. 

Sono stati individuati, classicamente, alcuni dei meccanismi che regolerebbero la 

progressione neoplastica e in particolare: (a) la pressione meccanica prodotta dalla rapida 

proliferazione del clone neoplastico, che favorirebbe la diffusione delle cellule tumorali 

attraverso piani di minor resistenza tissutale52; (b) la riduzione della adesività tra le cellule 

tumorali, dovuta alla perdita di espressione di molecole di adesione come le caderine e le 

integrine53; (c) l’incremento della motilità cellulare, dovuta alla secrezione di citochine 

motogeniche (es. hepatocyte growth factor receptor [HGFR])54-59; (d) la degradazione 

della matrice cellulare a causa del rilascio di enzimi ad attività proteolitica, quali 

metalloproteasi, collagenasi, plasminogeno, catepsine56,60-62; (e) la stimolazione 

dell’angiogenesi, legata al rilascio di fattori neo-angiogenetici come VEGF e responsabile 

di un incremento delle possibilità di sopravvivenza del clone neoplastico consentendo un 

adeguato apporto ematico63,64. 

Nonostante questi meccanismi siano tutti validi, non consentono di spiegare in maniera 

completa ed esaustiva il fenomeno di diffusione neoplastica.  

Recentemente, particolare attenzione è stata posta nei confronti di un elemento finora 

ampiamente sottovalutato: lo stroma neoplastico e, conseguentemente, i meccanismi di 

stromatogenesi tumorale65-69. 

 

Stroma e carcinogenesi 

L’idea che l’interazione tra cellule neoplastiche e stroma svolga un ruolo fondamentale 

nei processi di cancerogenesi è nota da diverse decadi. Negli anni ’60 Redler et al 

dimostrarono che il derma peritumorale è in grado di stimolare la proliferazione 

dell’epidermide embrionale70. Nello stesso periodo Dawe et al dimostrarono che il 
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Polioma virus poteva indurre trasformazione neoplastica nella ghiandola 

sottomandibolare solo quando l’epitelio ghiandolare entrava in contratto con cellule 

mesenchimali stromali71. Studi più recenti hanno dimostrato come lo stroma normale sia 

in grado di determinare la differenziazione delle cellule maligne6,7. Ad esempio, nel 

processo di cancerogenesi prostatica, le cellule acinari dell’iperplasia benigna possono 

andare incontro a trasformazione maligna solo in presenza di cellule mesenchimali del 

seno urogenitale, in topi trattati con testosterone ed estradiolo72; la perdita di responsività 

al TGF nei fibroblasti comporterebbe l’insorgenza di neoplasia prostatica 

intraepiteliale73. Olumi et al hanno dimostrato che i fibroblasti ottenuti dal carcinoma 

prostatico promuovono la trasformazione neoplastica di cellule acinari immortalizzate 

derivanti dall’iperplasia prostatica benigna74. 

Anche nella carcinogenesi della mammella lo stroma potrebbe giocare un ruolo 

fondamentale. Negli esperimenti condotti da Shekhar et al, i fibroblasti normali prelevati 

da campioni di mastoplastica riduttiva inibiscono la crescita e il processo morfogenetico 

di cellule epiteliali preneoplastiche, mentre i fibroblasti prelevati da carcinomi mammari 

determinano uno stimolo proliferativo con formazione di dotti nelle cellule epiteliali 

duttali normali75. 

 

Stroma e progressione tumorale 

L’interazione tra cellule tumorali e cellule stromali tumore-associate potrebbe 

rappresentare l’elemento chiave per la sopravvivenza, la crescita, l’invasività e la capacità 

di metastatizzare. 

La presenza di fibroblasti tumore-associati attivati correla positivamente con 

un’aumentata capacità metastatica nei carcinomi umani76. 

La co-coltura di fibroblasti polmonari con linee cellule di adenocarcinoma polmonare 

esita in un incremento del tasso di proliferazione cellulare; tale effetto è stato attribuito al 

rilascio di anfiregulina e TGF da parte dei fibroblasti77. 

 

Definizione di stromatogenesi neoplastica 

La stromatogenesi è definita come la formazione di un nuovo stroma di tipo specifico, 

composto essenzialmente da fibroblasti e matrice extracellulare, nelle sedi di invasione 
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tumorale e nei siti di metastasi, come parte integrante del processo di infiltrazione 

tumorale65.  

La stromatogenesi neoplastica deve essere distinta dalla fibrosi reattiva usuale che 

circonda le neoplasie benigne (capsula fibrosa) e dal tessuto connettivo avascolare che si 

forma per colmare una perdita di sostanza (fibrosi cicatriziale). Lo stroma neoplastico 

neoformato, essendo una struttura differente rispetto ai tessuti normali, ha la funzione di 

facilitare l’invasione delle cellule tumorali e la migrazione delle cellule endoteliali, ma 

non limita né ritarda in nessun modo il processo neoplastico78,79. 

 

Tipologie di stromatogenesi 

Lo stroma tumorale neoformato è osservabile in tre contesti principali: (1) in 

corrispondenza del fronte di avanzamento di tumori con modalità di crescita endofitica, 

(2) nelle superfici libere di tumori a crescita esofitica e (3) nei siti di metastasi65. 

Lo stroma neoplastico presente nelle porzioni più centrali del tumore primitivo 

rappresenta un processo secondario, conseguente alla graduale incorporazione della 

periferia tumorale, a causa della crescita neoplastica continua. 

Un’altra forma, meno usuale, di stromatogenesi tumorale è rappresentata dalla 

neoangiogenesi pura; i vasi neoformati sono costituiti da cellule endoteliali circondate da 

componenti connettivali (lamina basale, fibre reticolari, periciti e fibroblasti). 

- Stromatogenesi nel fronte di avanzamento tumorale. I tessuti normali, 

generalmente, si comportano come una barriera fisica in grado di prevenire 

l’invasione neoplastica e l’espansione tumorale intramurale. Lo stroma 

neoformato, essendo interposto tra spazi intercellulari, fessure naturali e piani 

tissutali di minore resistenza, dove normalmente sono presenti solo esigue 

quantità di tessuto connettivo lasso, interrompe la continuità delle normali 

strutture tissutali favorendo in questo modo l’infiltrazione delle cellule 

neoplastiche. 

- Stromatogenesi nella superficie libera del tumore. I tumori a crescita esofitica non 

possono crescere all’interno di spazi vuoti né raggiungere grandi dimensioni 

finché non creano un proprio substrato stromale; lo stroma neoformato sostiene le 

cellule tumorali rappresentando il supporto per una espansione tumorale 

potenzialmente infinita. In questo contesto, la formazione di un nuovo stroma di 
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tipo specifico è determinata da meccanismi di ulcerazione, emorragia e 

formazione di trombi, cui fa seguito la proliferazione e la migrazione di 

fibroblasti. L’accumulo di piastrine infatti contribuisce in maniera significativa 

alla proliferazione fibroblastica e alla stabilizzazione del trombo80. Tale stroma 

neoformato potrà essere infiltrato facilmente dalle cellule neoplastiche. 

- Stromatogenesi nei siti di metastasi. La stromatogenesi è un evento 

particolarmente frequente nelle sedi di localizzazione metastatica. Tuttavia, non è 

chiaro se la formazione di tale neostroma dipenda dai fibroblasti locali (elementi 

connettivali derivati dalla capsula e dai setti fibrosi) o derivi dal trasporto passivo 

con conseguente impianto di elementi connettivali, rimasti intrappolati 

nell’embolo neoplastico (lamina basale, fibre reticolari, periciti e fibroblasti 

perivascolari)65. 

- Angiogenesi come forma primitiva di stromatogenesi. In alcune neoplasie 

maligne, in particolare alcune forme endocrine, neuroendocrine ed embrionali, la 

stromatogenesi tumorale è rappresentata esclusivamente da una densa rete di 

piccoli capillari costituiti da cellule endoteliali associate ad un esile strato di 

elementi connettivali. Tale network vascolare, oltre ad espletare la sua normale 

funzione di supporto trofico, ha la funzione di fornire un substrato di supporto per 

le cellule tumorali con lo scopo di mantenere l’integrità della massa neoplastica 

in continuo accrescimento. Rimane ancora da chiarire il motivo per cui, in questi 

casi, non si verifichi l’attivazione dei fibroblasti peritumorali né di altri elementi 

connettivali, ma solo di cellule endoteliali. 

 

Istologia del neostroma 

Lo stroma tumore-associato neoformato è costituito da una componente cellulare e da 

matrice extracellulare. Le cellule stromali sono rappresentate da elementi fusati, a 

morfologia prevalentemente simil-miofibroblastica; in corrispondenza del fronte di 

avanzamento tumorale la matrice extracellulare è costituita per lo più da tessuto 

connettivo lasso, edematoso e vascolarizzato, mentre le porzioni centrali del tumore si 

caratterizzano per la presenza di tessuto connettivo denso e compatto scarsamente 

vascolarizzato65,81. 
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I fibroblasti attivati deriverebbero da fibroblasti tissutali normalmente presenti; tuttavia, 

diverse evidenze sperimentali suggeriscono che anche il midollo osseo contribuirebbe 

all’arricchimento della popolazione stromale per mezzo di precursori miofibroblastici82. 

I fibroblasti associati al tumore mostrano un immunofenotipo differente rispetto a quello 

riscontrato nella fibrosi reattiva e sono stati, pertanto, definiti con e fibroblasti associati 

al tumore (Cancer Associated Fibroblasts - CAF)83. 

Le cellule fusate del neostroma, o CAFs, si caratterizzano per l’espressione di SMA, 

indicativa del passaggio da un fenotipo fibroblastico (fibrosi reattiva) a miofibroblastico 

(stromatogenesi), per la perdita di espressione di desmina, miosina, laminina ed aumentati 

livelli di vincolina83. 

La proteina di attivazione fibroblastica (FAP) è espressa nei fibroblasti attivati, sia in 

condizioni benigne che maligne84. 

Gli elevati livelli di Ki67 riscontrati nelle cellule fusate peritumorali, paragonato con 

fibroblasti di controllo, testimoniano l’intenso ritmo proliferativo di queste cellule66. 

Il processo di infiltrazione neoplastica è inoltre facilitato da SPARC, espresso ad elevati 

livelli sia nelle cellule fusate peritumorali sia a livello della matrice extracellulare, 

promuovendo la motilità cellulare e l’invasione stromale85,86. 

I collageni di tipo III e di tipo XIII, abbondantemente presenti nella matrice extracellulare 

del neostroma, rappresentano forme immature di collagene, pertanto più facilmente 

permeabili dalle cellule neoplastiche e dalle cellule endoteliali81. Di contro, il collagene 

di tipo I, componente principale del tessuto connettivo normale, è più maturo, mostra una 

struttura più compatta e, in sinergia con la fibronectina, risulterà meno permeabile nei 

confronti all’infiltrazione neoplastica87. 

Le metalloproteasi presenti nella matrice extracellulare contribuiscono in maniera 

significativa alla “meccanica” del neostroma, facilitando l’invasione neoplastica88,89. 

Recentemente, Shuler et al hanno messo in evidenza un possibile ruolo da parte dei 

recettori per citochine specifiche: in particolare, i fibroblasti del neostroma perderebbero 

l’espressione di IL4R, mentre aumenterebbero i livelli di espressione di recettori ad 

attività tirosin-chinasica come i PDGFRs76,90,91. 

Tali aspetti sarebbero specifici del neostroma non essendo riscontrabili nelle fibrosi 

reattive, come il tessuto cicatriziale o la capsula fibrosa delle lesioni benigne; in questi 

ultimi contesti, infatti, le cellule fusate stromali usualmente esprimono vimentina, 
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raramente SMA, risultano negative per SPARC e mostrano un’attività proliferativa 

molto bassa65. 

 

Possibili meccanismi di attivazione fibroblastica 

I meccanismi di attivazione fibroblastica nel processo neoplastico rimangono in larga 

parte da chiarire. Le citochine e i fattori di crescita, rilasciati dalle cellule tumorali e dai 

macrofagi associati al tumore, rappresentano gli stimoli in grado di stimolare e sostenere 

l’indirizzo strutturale e funzionale dei fibroblasti. Nonostante i fibroblasti residenti 

costituiscano la risorsa più ovvia per la formazione del neostroma, è ipotizzabile anche 

un ruolo da parte dei precursori mesenchimali midollari reclutati nel sito tumorale92,93. 

Tra i fattori di crescita, uno dei ruoli principali sarebbe svolto dal TGF1, responsabile 

della differenziazione dei fibroblasti quiescenti in miofibroblasti94,95. Le cellule 

neoplastiche producono abbondanti quantità di TGF1, soprattutto sul fronte di 

avanzamento tumorale, dove si verificano le interazioni con i fibroblasti residenti96. 

Le isoforme di PDGF agiscono stimolando la proliferazione e la migrazione dei 

miofibroblasti; l’attività di PDGF si esplica attraverso i recettori ad attività tirosin-

chinasica PDGFR e PDGFR presenti sulla superficie dei fibroblasti stimolati97. In 

modelli sperimentali è stato dimostrato che PDGF svolge, infatti, un ruolo essenziale nella 

risposta desmoplastica98. 

VEGF, potente fattore angiogenetico prodotto dalle cellule tumorali, interagendo con 

VEGFR2 espresso dai fibroblasti, promuove la stromatogenesi neoplastica in diversi 

carcinomi99,100. 

 

Funzione metabolica del neostroma 

Esistono in letteratura diverse evidenze sul ruolo di supporto metabolico da parte del 

microambiente stromale nei confronti del “parenchima neoplastico”. 

Le cellule tumorali sono caratterizzate da un metabolismo prevalentemente anaerobico. I 

fibroblasti stromali e la vascolarizzazione sono in grado di supportare l’attitudine delle 

cellule neoplastiche all’anaerobiosi, tamponando e catabolizzando i prodotti del 

metabolismo anaerobico. Studi condotti sull’espressione delle forme isoenzimatiche della 

lattico-deidrogenasi (LDH) hanno evidenziato nelle cellule tumorali una netta prevalenza 

dell’isoforma LDH5, deputata alla conversione dell’acido piruvico in acido lattico, 
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mentre nei fibroblasti tumore-associati si riscontrerebbero abbondanti quantità 

dell’isoforma LDH1, la cui attività si esplica nella riduzione dell’acido lattico in acido 

piruvico101. Tali dati suggeriscono che il metabolismo delle cellule tumorali e dello 

stroma tumore-associato siano complementari e che, quindi, il neostroma neoplastico 

rappresenti un substrato metabolicamente attivo, necessario per la sopravvivenza e la 

crescita neoplastica69. 

Neoangiogenesi tumorale 

La neoangiogenesi, definita come la rapida crescita di nuovi vasi sanguigni, è richiesta 

per garantire il sufficiente apporto di ossigeno e di nutrienti necessari per la crescita 

tumorale. 

Le cellule del carcinoma mammario, analogamente alle cellule degli altri tessuti, 

necessitano di un costante apporto di nutrienti e ossigeno attraverso una rete di vasi 

capillari102. Questi capillari, normalmente, non proliferano poiché le cellule endoteliali 

che ne rivestono la superficie interna non sono mitoticamente attive. Bassi livelli di 

ossigeno (ipossia) sono in grado di innescare numerose risposte trascrizionali, mediate da 

fattori di trascrizione definiti fattori inducibili dall’ipossia (HIFs). Questi fattori di 

trascrizione regolano l’espressione di numerosi geni implicati nella stimolazione di 

specifiche risposte fisiologiche, quali metabolismo, angiogenesi e divisione cellulare. La 

neoangiogenesi locale rappresenta uno dei principali meccanismi di adattamento primario 

a lungo termine da parte del microambiente tumorale103. Il meccanismo coinvolge i 

precursori delle cellule endoteliali che daranno origine a plessi capillari con successiva 

differenziazione in vasi capillari; tale fenomeno si verifica in numerosi processi 

fisiologici, come lo sviluppo embrionale, l’accrescimento corporeo e la guarigione delle 

ferite104. La neoangiogenesi rappresenta un passaggio cruciale nello sviluppo, nella 

progressione e nelle metastasi dei tumori solidi105. Nelle fasi iniziali, il tumore non 

stimola l’angiogenesi e, a causa del basso apporto di nutrienti e ossigeno, la massa 

neoplastica rimane limitata a pochi millimetri di diametro106,107. In questa fase precoce, 

infatti, il tumore sembra rimanere in una fase di stasi, in cui il tasso di morte cellulare 

controbilancia il tasso di proliferazione, in parte dovuto allo stato di ipossia relativa e, 

quindi, alla relativa insufficienza di nutrienti nel microambiente circostante108. Di 

conseguenza, il tumore attiva un programma pro-angiogenetico evolvendo in uno stato 

irreversibile di attiva neoangiogenesi109; tale nuova condizione conferisce alla massa 
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neoplastica la capacità di rifornirsi di un adeguato supporto di ossigeno e nutrienti, 

portando ad una rapida crescita110. 

L’iniziazione e la progressione della neoangiogenesi tumorale sono legate all’azione di 

fattori di crescita, tra cui VEGF e FGF111-114; si tratta di processi finemente regolati, legati 

a un complesso sistema di segnali bilanciati tra fattori pro- e anti-angiogenetici, in cui il 

microambiente svolge un ruolo cruciale, come esposto nei precedenti paragrafi, che 

porterà alla formazione di una nuova e stabile rete vascolare115 [Figura 1.1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Diagramma schematico che illustra l'ipotesi di equilibrio dello switch angiogenico. Si ipotizza 

che un meccanismo di commutazione dell'angiogenesi regoli strettamente l'angiogenesi normale 

(formazione di nuovi capillari). Questo equilibrio può essere interrotto per favorire una maggiore 

formazione dei vasi sanguigni attraverso induttori e inibitori dell'angiogenesi, che attivano lo switch. La 

riduzione della concentrazione di inibitori, e.g., thrombospondin-1, 16kD prolactin, Interferon αιβ, Platelet 

factor-4, Angiostatin, etc. o l’incremento dei livelli di attivatori, e.g., aFGF, bFGF, VEGF, etc., determina 

un cambiamento del bilancio e attiva lo switch, portando alla proliferazione di nuovi vasi sanguigni4,110. 

Modificata: da Madu CO, Wang S, Madu CO, Lu Y. Angiogenesis in Breast Cancer Progression, Diagnosis, 

and Treatment. J Cancer. 2020; 11(15): 4474–4494. 

 

 

Diversi studi hanno dimostrato come i livelli di fattori angiogenetici, e di conseguenza 

dell’entità della vascolarizzazione intra- e peritumorale, rappresentino un fattore 

prognostico e predittivo nel carcinoma della mammella116-118. In altri termini, una ricca 

vascolarizzazione tumorale rappresenta la manifestazione della natura aggressiva della 

neoplasia e correla con una prognosi relativamente peggiore119-121. 
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Risvolti terapeutici 

La conoscenza del ruolo della stromatogenesi neoplastica e, conseguentemente, dei 

meccanismi che la governano ha aperto la strada a nuovi approcci terapeutici anti-

neoplastici.  

I farmaci anti-angiogenetici e gli inibitori degli enzimi coinvolti nelle interazioni tra 

stroma e cellule neoplastiche sono oggetto di studi clinici ed hanno in alcuni casi prodotto 

importanti benefici122-124. 

Tra i farmaci anti-agiogenetici, il più studiato è il Bevacizumab, un anticorpo 

monoclonale umanizzato antiVEGF. Nel 2008, la FDA ha approvato il bevacizumab per 

il trattamento del carcinoma metastatico della mammella Her2-negativo, grazie ai 

promettenti risultati ottenuti da trials preclinici125,126; in seguito, sono state approvate 

diverse altre molecole anti-angiogenetiche, aventi come bersaglio il VEGF o il suo 

recettore, per il trattamento di diverse neoplasie127,129. Nel 2011, tuttavia, la FDA ha 

ritirato l’approvazione di tali molecole a causa di risultati contraddittori tra diversi studi 

e a causa di una elevata tossicità, pertanto l’impiego di tali farmaci è divenuto oggetto di 

controversie130,131. 

Recentemente, anche i fibroblasti tumore-associati sono divenuti bersaglio di potenziali 

trattamenti anti-neoplastici. Sfruttando le differenze fenotipiche e funzionali tra 

fibroblasti normalmente presenti nei tessuti e fibroblasti del neostroma, potrebbero essere 

individuati target molecolari specifici, limitando in questo modo la tossicità sui tessuti 

normali.  

Studi sperimentali su modelli animali di carcinoma del colon-retto hanno evidenziato che 

l’inibizione dell’attività dei recettori per PDGF (es. imatinib, sunitinib), espressi nei 

fibroblasti associati al tumore, determina una riduzione della crescita neoplastica, 

potenziando l’efficacia dei chemioterapici anti-neoplastici tradizionali132.  
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1.3 Contesto immunologico tumorale 

Il tumore è un sistema dinamico che, tramite caratteristiche di immunogenicità, instaura 

un rapporto con il sistema immunitario. Il sistema immunitario, attraverso interazioni 

dinamiche continuate nel tempo, modella il processo evolutivo del cancro, in un processo 

che prende il nome di immunoediting. L’immunoediting prevede che inizialmente il 

sistema immunitario abbia un ruolo antitumorale protettivo, che si esplica mediante la 

distruzione delle cellule tumorali immunogeniche. Successivamente, però, in seguito a 

questa risposta immune nei confronti del tumore, l’immunogenicità della neoplasia viene 

modellata proprio dalla risposta immune facilitandone così la progressione. Questo 

processo si esplica in tre fasi; le tre E dell’immunoediting, ovvero elimination, 

equilibrium ed escape133. L’immunoediting, inoltre, è un processo che ha luogo anche 

durante l’immunoterapia, la quale ha lo scopo di rafforzare la risposta immunitaria 

endogena che da sola risulta inefficace134,135. Pertanto si è passati dal concetto di 

immunosoppressione (da parte del sistema immunitario nei confronti del tumore) al 

concetto di immunoediting. Anche lo stroma, attraverso un processo di crosstalking, 

interagisce col tumore, condizionandone l’eterogeneità e la capacità di modulare la 

risposta immune136. Altri due elementi che modulano il sistema immunitario sono 

l’ipossia e il microbioma. L’ipossia contribuisce a rendere inefficace la risposta 

immunitaria endogena intratumorale. L’ipossia nel TME colpisce tutte le cellule ivi 

presenti, tuttavia le cellule tumorali presenti nelle zone ipossiche sono più aggressive e, 

di conseguenza più resistenti all’immunoterapia137. Per quanto concerne il microbioma, 

il suo ruolo ha avuto sempre più risalto negli ultimi anni. Il microbioma plasma il sistema 

immunitario dalla nascita e per tutta la vita, contribuendo alla programmazione delle 

risposte immunitarie innate e adattive locali e sistemiche, al punto che qualsiasi disbiosi 

intestinale può condurre a infiammazione sistemica e cancro138,139. 

A modulare la risposta immune nel contesto del microambiente tumorale contribuiscono, 

inoltre, le strutture linfoidi terziarie, che possono trovarsi all’interno del tumore o alla sua 

periferia. Le strutture linfoidi terziarie si formano ex novo, come risposta al tumore, e 

possono avere un comportamento ambiguo in termini prognostici; esse infatti possono 

fungere da attivante immunitario, promuovendo l’attivazione in situ dei linfociti e 

promuovendone un comportamento antitumorale. Tuttavia le strutture linfoidi terziarie 

possono anche associarsi a prognosi sfavorevole in presenza cellule T regolatorie (Treg) 
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o qualora esprimano geni associati all'infiammazione140,141. Quindi il ruolo prognostico 

delle strutture linfoidi terziarie varia in base alla tipologia delle cellule immunitarie ivi 

presenti. La valutazione delle strutture linfoidi terziarie, in associazione con la 

valutazione dell’immunoscore (tipo, posizione e densità delle cellule immunitarie 

intratumorali) fornirebbe pertanto una stima prognostica abbastanza completa del tumore, 

utile sia in ambito diagnostico che terapeutico142. La comprensione di questi complessi 

meccanismi di interazione tra cellule immunitarie tumore-associate e cellule tumorali 

fornisce il razionale per l’applicazione di immunoterapie al carcinoma della mammella, 

così da combinare immunoterapie e terapie mirate per prevenire o neutralizzare le vie 

immunosoppressive e ottenere un microambiente tumorale che favorente l’immunità anti-

neoplastica. Comprendere i meccanismi attraverso i quali le cellule tumorali e cellule 

immunitarie comunicano permette di indentificare biomarker utili ai fini prognostici e 

predittivi nel carcinoma della mammella, al fine di progettare terapie mirate e di 

riconoscere quelle pazienti che potranno o meno trarre benefici da determinati trattamenti 

combinati143. 

 

 

 

1.3.1 Elementi cellulari del contesto immunologico tumorale 

Come detto il processo di immunoediting prevede un’interazione dinamica e continua tra 

le cellule tumorali e le cellule immunitarie intratumorali, in particolare TILs (Linfociti 

infiltranti il tumore) e TIIC. Le cellule immunitarie intratumorali possono essere 

grossolanamente suddivise in due categorie, la prima comprende le cellule immunitarie 

che esplicano una funzione di immunosorveglianza, quali:  

- Linfociti T helper 1 (Th1) 

- Linfociti T citotossici CD8 + (CTL) 

- Macrofagi M1 

- Neutrofili N1 

- Cellule dendritiche (DC) 

L’altra categoria comprende quelle cellule del sistema immunitario che, invece, 

contrastano la risposta antitumorale, favorendo quindi la crescita neoplastica, quali144: 

- Macrofagi M2, 
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- Neutrofili N2 

- Linfociti T regolatori (Treg) 

- Cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC) 

 

Linfociti 

L’impatto prognostico dei linfociti intratumorali nel carcinoma della mammella è 

strettamente associato alla tipologia di linfociti presenti. Un’alta densità di linfociti CD8+ 

citotossici (CTL) è associata a una OS significativamente più lunga indipendentemente 

dalle caratteristiche cliniche del tumore e a una migliore risposta alla terapia145,146. 

Per quanto riguarda invece i CD4+ il loro ruolo prognostico è inferiore, e questo è dovuto 

alla loro eterogeneità e al fatto che a seconda della tipologia di CD4+ possiamo avere 

funzioni opposte. Esistono almeno quattro linee cellulari diverse con funzioni opposte; 

Th1, Th2, Th17 e FOXP3+ Tregs147-150.  

Le cellule Th1 sono associate a una prognosi più favorevole e a esiti clinici migliori, con 

una migliore sopravvivenza libera da malattia151-153. Le cellule Th1 rappresentano la fonte 

più importante di interferone-γ. 

Le cellule Th2 sono invece associate a una riduzione della risposta antitumorale154. È 

stato infatti dimostrato che le cellule Th2 promuovono l’evasione del tumore dalla 

sorveglianza immunitaria e che favoriscano un ambiente tumorale di Tipo II, che 

promuove lo sviluppo del carcinoma della mammella155,156. 

Le cellule Th17, deputate alla produzione delle interleuchine 17 (citochine 

proinfiammatorie) sono associate a una prognosi sfavorevole151,152, sebbene il loro ruolo 

possa variare in base all’ambiente citochinico circostante157. La plasticità delle cellule 

Th17 è tale che in alcuni casi hanno mostrato un’efficace attività antitumorale158,159. 

Esiste un sottogruppo CD4+, le cellule Th follicolari (Tfh), che è stato associato, qualora 

infiltrino il tumore, a un miglior outcome. In particolare il ruolo antitumorale dei Tfh 

intratumorali è associato alla produzione di CXCL-13, che ha ruoli importanti nel 

reclutamento immunitario151. 

Le cellule Treg promuovono la progressione neoplastica (nel carcinoma della mammella 

e in altre neoplasie) con una serie di differenti meccanismi151,160,161. La presenza di Treg 

intratumorali nel carcinoma alla mammella è associata a una maggiore aggressività 

tumorale162-166. In particolare, tra i Treg, si associano a una prognosi sfavorevole nel 
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carcinoma della mammella i Treg FOXP3+, la cui densità intratumorale è legata a una 

diminuizione della OS. I Treg sono anche dei marker predittivi, in particolare il rapporto 

tra CD8+ e Treg influenza la risposta alla terapia neoadiuvante nel carcinoma alla 

mammella162,163,167-169. 

Le cellule B invece hanno un ruolo ambiguo e controverso170,171, possono risultare fattori 

prognostici positivi o negativi. Vengono riscontrate soprattutto alla periferia del tumore 

e nelle strutture linfoidi terziarie171. Esse possono ad esempio indurre una risposta Th1, 

possono indurre la morte diretta delle cellule tumorali ma possono anche indurre una 

risposta Treg. Nel tipo di risposta B, e nel derivante ruolo prognostico, le cellule B sono 

stimolate verso un tipo di risposta dal microambiente tumorale172. 

Le cellule NK possono uccidere le cellule tumorali direttamente, ma possono anche 

indurre altri tipi di risposte immunitarie. Nel carcinoma della mammella le cellule NK 

infiltranti il tumore (TINK) possono avere un ruolo predittivo e prognostico che cambia 

in base alla tipologia di TINK, al livello di attivazione delle stesse e al profilo molecolare 

del tumore173,174. In particolare, nel carcinoma Triple negative della mammella, la 

contemporanea presenza di NK e DC è correlata a un miglior outcome174. 

Va sottolineato come il riscontro di un grado più o meno alto di linfociti intratumorali 

nelle sezioni in ematossilina-eosina (quindi senza uno studio immunoistochimico 

approfondito della tipologia di linfociti) nei carcinomi Her2+ e Triple negative, abbia un 

valore predittivo e prognostico favorevole175-178. Per dare una spiegazione a questo 

fenomeno bisogna considerare che i processi di regolazione negativa del sistema 

immunitario fanno parte di un fisiologico meccanismo di regolazione a feedback. La 

presenza di una forte regolazione può quindi indicare una maggiore immunogenicità del 

tumore a cui il sistema immunitario reagisce con una risposta attiva che viene poi 

regolata179. Di conseguenza, la presenza di una risposta immunitaria organizzata nel sito 

del tumore è segno di un sistema immunitario attivo (sebbene talora inefficace in senso 

antitumorale). Ciò può tradursi nella capacità del sistema immunitario di sviluppare una 

memoria immunologica che difende dalla malattia residua. Ci sono studi che dimostrano 

come la presenza di un infiltrato immunitario di grossa entità si associa a una migliore 

risposta al trattamento neoadiuvante e che risulta fattore prognostico positivo di controllo 

della malattia a lungo termine176-178. 
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Cellule dendritiche (DC) 

Le DC sono fondamentali per innescare la risposta immunitaria antitumorale, tramite la 

presentazione degli antigeni ai linfociti CD4+ e CD8+. Per potere svolgere questa loro la 

funzione e innescare una risposta CD8+ le DC devono essere mature, e al processo di 

maturazione partecipa il TME. Il TME si è visto essere in grado di limitare la maturazione 

delle DC le quali, in questo stadio immaturo, stimoleranno una risposta Treg tramite la 

produzione di TGF-β e IL-10180. In generale una presenza elevata di DC intratumorali è 

associata a un miglior percorso clinico del tumore181. È molto importante identificare i 

mediatori con cui le DC svolgono il loro ruolo, due mediatori di grande rilevanza sono 

IL-12 e TIM-3, entrambi prodotti da DC CD103+182,183. 

 

Macrofagi associati al tumore (TAM) 

I TAM sono una popolazione molto rappresentata nel TME. Essi possono evolvere in due 

fenotipi differenti; M1 (antitumorali) ed M2 (protumorigenici), e lo switch verso uno dei 

due fenotipi è regolato, oltre che dal TME, dai linfociti T184. I TAM vengono reclutati 

tramite chemochine prodotte dallo stroma e dalle cellule neoplastiche maligne. Nel TME 

la popolazione più rappresentata è la M2, ovvero il fenotipo che contribuisce alla 

progressione e alla sopravvivenza tumorale tramite la produzione di chemochine e 

citochine (VEGF, IL-10 e TGF-β)185,186 e che richiama nel TME i Treg, i quali 

sopprimeranno la risposta citotossica antitumorale185. Nel carcinoma della mammella 

alcuni studi hanno associata un’alta densità di TAM a una prognosi più sfavorevole187,188. 

Tutte queste considerazioni aprono la strada a nuove possibili terapie che abbiamo come 

target i TAM.  

Va evidenziato come i linfociti T che migrano e infiltrano il tumore possono essere attivati 

o soppressi dall’azione dei TAM M2, a sua volta la polarizzazione dei TAM verso uno 

dei due fenotipi è regolata dai linfociti T. Appare pertanto evidente l’importanza del 

cross-talk tra TAM e TILs164,189. 

 

Cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC) 

Le MDSC sono una popolazione di origine mieloide che si espande durante il cancro 

(anche durante l’infiammazione e l’infezione) infiltrando la neoplasia, e possiede la 

capacità di sopprimere i linfociti T. Nel carcinoma della mammella le MDSC sono 
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responsabili della soppressione della risposta antitumorale, promuovendo l’evasione 

immunitaria del tumore, l’angiogenesi e la metastatizzazione190,192. 

Similmente ai macrofagi M2 producono TGF-β e IL-10, ma anche (distinguendosi in 

questo dai TAM) arginasi, ROS e ossido nitrico, tutti prodotti che inibiscono l’azione 

antitumorale e favoriscono la progressione tumorale190,193-195. Le MDSC si suddividono 

in due sottogruppi: 

- MDSC granulocitiche (G-MDSC o PMN-MDSC) con fenotipo CD11b + Ly6G + 

Ly6Clow 

- MDSC monocitiche (M-MDSC) con fenotipo CD11b +/Ly6G -/Ly6Chigh195,196. 

Le M-MDSC solitamente esprimono arginasi ed NO, ma non producono livelli elevati di 

ROS, mentre le G-MDSC producono elevati livelli di ROS195. 

Le MDSC si accumulano in sede intratumorale perché richiamate da una serie di 

chemochine (CCL1, CCL2, CCL5 e CXCL5). Una volta in sede esse interagiscono con 

le cellule tumorali in un cross-talk che porta alla produzione, da parte delle MDSC, di una 

serie di citochine e fattori di soppressione (enzima IDO, metalloproteinasi, IL 6, IL-6Rα) 

che promuovono l’invasione e la metastatizzazione del carcinoma della mammella195,197-

201. 

Una caratteristica peculiare delle M-MDSC è invece quella di potersi differenziare in 

vitro in DC o Macrofagi, caratteristica assente nelle G-MDSC196. Queste ultime hanno 

molti aspetti morfologici e fenotipici diversi.  

Per quanto riguarda G-MDSC, posseggono molte caratteristiche morfologiche e 

fenotipiche in comune con i neutrofili, tanto da poter essere considerati come uno stato 

funzionale dei neutrofili stessi202. Una caratteristica peculiare delle M-MDSC è invece 

quella di potersi differenziare in vitro in DC o Macrofagi, caratteristica assente nelle G-

MDSC196 (90). Queste ultime hanno molti aspetti morfologici e fenotipici diversi. I 

numerosi meccanismi con cui le MDSC sopprimono la risposta immunitaria T sembrano 

essere target molto promettenti per future terapie197,203. 

 

Neutrofili associati al tumore (TAN) 

È stato visto come le G-MDSC, assimilabili ai neutrofili per caratteristiche morfologiche 

e fenotipiche, abbiamo un ruolo immunosoppressivo e protumorale. I neutrofili TAN, 

invece, si dividono in due popolazioni con ruoli opposti. I TAN N1 hanno capacità di 
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distruggere le cellule tumorali e possiedono proprietà proinfiammatorie, risultando quindi 

antitumorali, invece i TAN N2 hanno capacità immunosoppressive e antinfiammatorie, 

risultando quindi pro-tumorigenici204,205. 

Un recente studio ha dimostrato come l'infiltrazione, nel carcinoma della mammella, di 

TAN MPO+ è un marker prognostico indipendente di una migliore OS206. 

 

Fibroblasti 

I fibroblasti associati al tumore (CAF) sono una popolazione molto rappresentata nel 

microambiente tumorale e posseggono uno spiccato ruolo protumorale. Questo ruolo 

protumorale si esplica mediante la secrezione di numerosi prodotti, in particolare 

all’interno dei carcinomi della mammella invasivi i CAF ne promuovono la crescita 

grazie alla secrezione di SDF-1(fattore 1 derivato dalle cellule stromali). SDF-1 agisce in 

due modi: 

- promuove il reclutamento di cellule endoteliali progenitrici circolanti e la conseguente 

angiogenesi 

- stimola il recettore CXCR4, presente sulle cellule tumorali, stimolando direttamente la 

moltiplicazione cellulare207. 

I CAF possono derivare dai fibroblasti (tramite modificazioni epigenetiche), da cellule 

staminali mesenchimali del midollo osseo, da cellule epiteliali (transizione epiteliale-

mesenchimale o EMT), da cellule endoteliali (transizione endoteliale-mesenchimale o 

EndMT) o da adipociti peritumorali208. 

Un sottogruppo di questi progenitori, dopo essere stato reclutato dalla neoplasia e dal 

microambiente tumorale, acquisisce lo status CAF1. Le modificazioni che portano al 

fenotipo CAF non sono modificazioni genetiche come mutazioni a carico di 

oncosoppressori e/o oncogeni, tipiche invece delle cellule neoplastiche, quanto piuttosto 

modificazioni epigenetiche, cambiamenti nell’espressione di RNA non codificanti e 

l’attivazione di assi di trasduzione del segnale209-214. 

È da segnalare il fatto che esistono anche dei CAF associati al carcinoma della mammella 

la cui presenza si associa a una prognosi più favorevole ed a una OS migliore, questo è il 

caso dei CAF che esprimono la caveolina-1215. 
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Strutture linfoidi terziarie (TLS) 

Le sono delle strutture linfoidi che si formano alla periferia del tumore e che somigliano, 

per morfologia e genesi, alle strutture linfoidi secondarie. 

La protratta stimolazione antigenica da parte di linfociti e cellule stromali porta alla 

produzione di CXCL13 e IL-7, le quali recluteranno le cellule LTi (induttore del tessuto 

linfoide)216. Le cellule LTi interagiscono quindi con le cellule stromali tramite il legame 

LTα1β2 (linfotossina α1β2)1 e il suo recettore LTβR217. L’azione combinata della via di 

segnalazione di LTα1β2 e dell’IL-17 (secreta dalle LTi) porta alla secrezione di alcune 

chemochine (CXCL12, CXCL13, CCL19 e CCL21) che permetteranno il reclutamento 

linfocitario e l’organizzazione anatomico/funzionale delle TLS con le distinte zone B e 

T218,219. Nel carcinoma della mammella un’alta densità di TLS è associata a una prognosi 

migliore151,220. 

Un’alta densità di TLS, infatti, si associa a una maggiore attivazione di geni caratteristici 

dell’attivazione T, dello switch verso il fenotipo Th1, di una maggiore citotossicità T e 

della chemiotassi. Si riscontra inoltre un maggior numero di cellule T della 

memoria151,220-222. 
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1.4 Immunoscore 

 

Il classico sistema TNM di stadiazione delle neoplasie riassume le caratteristiche 

sull’estensione tumorale (T), la presenza di cellule neoplastiche nei linfonodi loco-

regionali (N) e l’evidenza di metastasi a distanza (M). Tuttavia, è ben noto che, a parità 

di stadio TNM, neoplasie simili sotto molteplici aspetti morfologici abbiano outcome 

molto differenti. Per tali ragioni, nelle edizioni più recenti del sistema di stadiazione 

vengono aggiunti ulteriori descrittori al fine di ottenere un quadro prognosticamente più 

attendibile. E, allo stesso modo, la ricerca scientifica degli ultimi decenni si è concentrata 

sullo studio di nuovi aspetti che possano fornire un quadro sempre più completo sul 

comportamento biologico delle neoplasie, portando all’introduzione di classificazioni 

stratificate in relazione alle cellule di origine, ai pathway molecolari, allo status 

mutazionale o al profilo di espressione genica. 

Il limite di tutti questi approcci classificativi è dato da una prospettiva incentrata 

unicamente sulla cellula neoplastica, che viene spesso completamente decontestualizzata 

dal macro- e microambiente in cui la neoplasia stessa insorge e si sviluppa. 

In questo contesto si inseriscono le ricerche finalizzate all’approfondimento delle 

conoscenze sul microambiente tumorale e, ancora più recentemente, sul contesto 

immunologico neoplastico. 

In letteratura sono presenti diversi studi che dimostrano come la risposta immune 

dell’ospite in situ contro le cellule neoplastiche possa avere un impatto, anche notevole, 

sulla prognosi. 

La metodica dell’immunoscore è stata messa a punto per quantificare l’infiltrato 

immunitario neoplastico e ottenere delle informazioni prognostiche, con valore predittivo 

addirittura superiore ai tradizionali sistemi di staging8. 

Le neoplasie a comportamento biologico benigno e maligno spesso si caratterizzano per 

la presenza di cellule immunitarie. Diversi esperimenti condotti su topi con immuno-

deficit hanno evidenziato un ruolo dell’immunità adattiva nell’immunosorveglianza anti-

tumorale223-226. Le cellule neoplastiche, infatti esprimono numerosi antigeni che 

costituiscono il bersaglio di una risposta immunitaria adattiva T-mediata227,228. La 

differenziazione dei linfociti T CD4+ naive in cellule Th1, producenti interferon-, 

promuove una risposta immunitaria mediata da linfociti T CD8+229 110. 
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Sperimentalmente, nei topi, le cellule del sistema immunitario sembrano prevenire lo 

sviluppo dei tumori e sembrano inibire la progressione tumorale223,225,226. 

L’immunità anti-tumorale può determinare anche un fenomeno di immunoediting, 

processo che favorisce l’espansione di cellule neoplastiche con immunogenicità 

ridotta225. 

Il ruolo del sistema immunitario nelle neoplasie umane è ancora poco chiaro230. 

È noto che le cellule del sistema immunitario possono rilasciare mediatori infiammatori 

con effetti pro-angiogenetici e pro-metastatici231-236. 

Inoltre, i linfociti infiltranti il tumore (TIL) nel melanoma, nel carcinoma del colon-retto 

e nei tumori ovarici sembrerebbero inibire la crescita tumorale e sono associati a una 

prognosi migliore237-241. Dopo la stimolazione antigenica da parte delle cellule 

neoplastiche, una piccola popolazione di linfociti T della memoria residua nel tessuto242. 

A tal riguardo, Galon et al hanno dimostrato che nei carcinomi del colon-retto umani 

caratterizzati da un’alta densità di cellule della memoria e cellule T effettrici della 

memoria si osserva una minore tendenza alla disseminazione linfo-vascolare, 

all’infiltrazione delle strutture perineurali e ai linfonodi243. 

Su tali basi, il gruppo di Galon ha condotto, a partire dal decennio scorso, numerosi studi 

sul carcinoma colon-rettale finalizzati all’individuazione di un “tool prognostico” basato 

essenzialmente sulla densità dell’infiltrato linfoide CD3+ e CD8+ nelle diverse aree 

tumorali, proponendo, in questo modo, un sistema di scoring in 5 categorie, che 

individuerebbe classi prognostiche indipendenti dalle caratteristiche morfologiche e dallo 

stadio ottenuto con il sistema TNM8,142. 

In particolare, per la determinazione dell’immunoscore vengono considerate la densità di 

cellule CD3+ e CD8+, nella porzione centrale (TC) e nella porzione periferica (IM) della 

neoplasia. In termini prognostici la popolazione linfocitaria la cui densità fornirebbe una 

stima più accurata è rappresentata dai linfociti con fenotipo CD3+ CD8+ CD45RO+ 

Granzyme B+. Di questi quattro marker vengono scelti CD3 e CD8 poiché la loro 

misurazione tramite immunoistochimica risulta essere la più affidabile e la più facilmente 

riproducibile nella pratica routinaria8,142.  

Viene fornito un punteggio che varia da i0 (bassa densità di infiltrato linfocitario in 

entrambe le regioni) a i4 (alta densità di infiltrato linfocitario in entrambe le regioni)244. 
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Si assegna un punto ogni volta che in una regione (TC o IM) viene superato uno specifico 

cut-off per un determinato marker (CD3 o CD8).  
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1.5 Valutazione dei linfociti infiltranti il tumore (TILs) 

 

I linfociti infiltranti il tumore (TILs) rappresentano linfociti migrati dal sangue periferico 

al tumore, essi contribuiscono al microambiente tumorale. È stato dimostrato che i TILs 

forniscono un valore prognostico e potenzialmente predittivo, in particolare nei carcinomi 

mammari HER2-enriched e nei triplo-negativi. 

La valutazione morfologica viene effettuata nelle sezioni routinariamente colorate in 

ematossilina ed eosina (H&E).  

È necessaria una metodologia standardizzata per la valutazione deli TILs come 

prerequisito per l'integrazione di questo parametro nella pratica istopatologica 

standard245; a tal proposito l’International TILs Working Group nel 2014 ha riconosciuto 

la necessità di fornire delle raccomandazioni utili per una valutazione standardizzata dei 

TIL, garantendone l'integrazione in futuri studi clinici, la sua applicazione nella ricerca e 

nella pratica diagnostica di routine245,246. 

 

 

TILs stromali e intratumorali                                                                                                                                     

I primi studi sui TILs nel carcinoma mammario valutavano separatamente i linfociti 

stromali e intratumorali. I TILs intratumorali sono identificati come linfociti presenti nelle 

aree tumorali che interagiscono direttamente con le cellule neoplastiche senza 

interposizione di stroma, mentre i TILs stromali si trovano dispersi nello stroma 

neoplastico e non prendono direttamente contatto con le cellule tumorali. Dal momento 

che entrambe le tipologie sono localizzate nel tessuto tumorale, è necessario sottolineare 

che le due categorie rappresentano TILs reali. Inoltre, poiché i TILs sono in grado di 

muoversi all'interno di un microambiente tissutale dinamico, la distinzione può essere in 

qualche modo artificiosa e correlata alla staticità dei preparati istologici usati per la 

valutazione diagnostica245. 

Secondo l'ipotesi originale, i linfociti direttamente a contatto con le cellule neoplastiche 

rappresenterebbero gli elementi immunitari più rilevanti e quindi più utili per la 

valutazione diagnostica. Recenti evidenze indicano come, nella terapia neoadiuvante per 

il carcinoma triplo-negativo, la componente sia stromale che intratumorale abbiano valore 

predittivo della risposta alla chemioterapia a base di platino247. Tuttavia, soprattutto per 
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finalità pratiche, la maggior parte degli studi attuali ha evidenziato che la valutazione dei 

TILs stromali rappresenterebbe un parametro più agevolmente riproducibile; ciò perché i 

TILs intratumorali sono generalmente presenti in numero inferiore, mostrano una 

distribuzione più eterogenea e pertanto più difficili da valutare su vetrini nella diagnostica 

routinaria, soprattutto senza l’uso di metodiche ancillari quali, l’immunoistochimica o 

l’immunofluorescenza245. 

Per l’International TILs Working Group, la raccomandazione attuale è quella di valutare 

la componente stromale. Ulteriori parametri, tra cui i TILs nella regione peritumorale, i 

TILs nei margini invasivi e i TILs intratumorali possono ancora essere inclusi a fini di 

ricerca per determinare ulteriormente e/o confermare la loro potenziale rilevanza clinica.  

Nella maggior parte degli studi pubblicati è stata utilizzata la metodica da Denkert et al. 

nel 2010245, fornendo così dati sufficienti nella fase iniziale per lo sviluppo di una 

metodologia uniforme248. 

I TILs stromali dovrebbero essere valutati in percentuale. Nei tumori eterogenei, è 

necessario valutare le diverse regioni e riportare la media. 

I TILs valutati con questa metodica hanno dimostrato di aggiungere informazioni 

prevalentemente prognostiche ma, rimane aperta la questione sulla loro valutazione 

morfologica. La valutazione su sezioni colorate con ematossilina/eosina rappresenta 

molto probabilmente un punto di inizio, sebbene l'enorme complessità dei linfociti 

suggerisca che la caratterizzazione molecolare dell'infiltrato possa aggiungere sia 

sensibilità che specificità al valore predittivo dei TILs245,249,250. 

 

Per la determinazione percentuale dei TILs devono essere identificati i confini del tumore 

invasivo in modo da poter valutare solo i TILs presenti nella massa neoplastica. Non 

devono essere considerate le aree con artefatti, necrosi e infiammazione intorno ai siti 

bioptici o le zone centrale di regressione ialina. Una biopsia necrotica è considerata non 

classificabile. Gli infiltrati infiammatori possono essere osservati ad una certa distanza 

dal letto tumorale del nodulo principale e anche nei lobuli normali adiacenti ma questi 

infiltrati non dovrebbero essere inclusi nella valutazione standardizzata dei TILs stromali. 

Nelle aree circostanti il tumore è possibile osservare aggregati follicolari e TILs con centri 

germinativi indicativi di una risposta immunitaria attiva, anche questi aggregati non 

dovrebbero essere inclusi nella valutazione dei TILs stromali; è possibile registrare questi 
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parametri separatamente a fini di ricerca in quanto rappresentano aree di attivazione delle 

cellule T e B151, 245,249,251. 

Attualmente, l’Organizzazione Mondiale della Sanità, nella V edizione della 

classificazione dei tumori della mammella, suggerisce la valutazione dei TILs stromali, 

sebbene ancora non rappresenti un parametro obbligatorio da riportare nel referto 

anatomo-patologico252. 
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1.6 Approcci immunoterapici nei carcinomi triplo-negativi della 

mammella 

 

I carcinomi triplo-negativi della mammella mostrano non poche problematiche sul piano 

delle possibilità terapeutiche, essendo queste ultime, attualmente, limitate alla sola 

chemioterapia tradizionale, a causa della mancanza di target molecolari per questo 

sottogruppo di pazienti. Infatti, la negatività per i recettori estro-progestinici e l’assenza 

di amplificazione di Her2 precludono l’impiego di trattamenti anti-ormonali e del 

Trastuzumab, rispettivamente. 

In letteratura sono riportate diverse evidenze che dimostrano come l’outcome clinico di 

alcuni TNBC possa essere condizionato dalla presenza di cellule immunitarie infiltranti 

il tumore. 

Pertanto, tali forme caratterizzate dalla presenza di una reazione immunologica associata, 

sin dalla prima diagnosi e non legata ad eventuale trattamento, potrebbero trarre beneficio 

da terapie immune-based, ancora meglio se associate a farmaci citotossici in grado di 

potenziare l’immunità adattiva anti-tumorale. 

Recentemente, sono stati prodotti dati che rivelano l’importanza dei linfociti infiltranti il 

tumore (TILs) nel controllo della progressione di diverse neoplasie epiteliali maligne, 

come nei carcinomi del colon-retto, dove la valutazione di linfociti CD8+ intratumorali 

sembrerebbe avere un valore prognostico addirittura superiore al sistema tradizionale di 

stadiazione TNM253,254. 

Nei carcinomi della mammella sono riportati dati su alcune serie di casi, che 

supporterebbero una correlazione tra immune gene signature e un migliore outcome 

clinico255,256. Studi sullo stroma associato al tumore hanno rivelato un profilo di 

espressione genica associato a una prognosi particolarmente favorevole, caratterizzato da 

un’elevata densità di linfociti CD8+ e cellule natural killer257. 

Mentre gli infiltrati linfoidi CD8+ sarebbero associati a una prognosi migliore, la 

presenza di un infiltrato prevalentemente costituito da linfociti CD4+, compresi i linfociti 

T-reg, o da macrofagi associati al tumore (TAMs) si assocerebbe ad una prognosi scarsa. 

I linfociti CD8+ sarebbero in grado di indirizzare una risposta in senso antineoplastico, 

ma la presenza di linfociti CD4+, T-reg e macrofagi annullerebbe tale effetto258. 
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La conoscenza delle caratteristiche intrinseche dei TNBC può aiutare a spiegare meglio 

la tendenza di queste neoplasie ad evocare una risposta infiammatoria. Ad esempio, la 

down-regolazione dei recettori ormonali e di HER2 determina effetti pro-infiammatori. 

È dimostrato, inoltre, che l’efficacia di alcuni chemioterapici antineoplastici, come le 

antracicline, si esplichi non solo attraverso un effetto citotossico diretto, ma anche 

attraverso un effetto immuno-mediato259. West et al hanno riportato che la presenza di 

un’elevata espressione di geni linfocitari sia associata a un alto tasso di risposta alla 

chemioterapia neoadiuvante con antracicline260. 

L’effetto immuno-stimolante delle antracicline prevede un processo a tre fasi: (1) la 

traslocazione pre-apoptotica della calreticulina sulla superficie della cellula tumorale; (2) 

il rilascio post-apoptotico di HMGB1; (3) il rilascio extracellulare di ATP. Calreticulina, 

HMGB1 e ATP agiscono, poi, promuovendo la presentazione degli antigeni tumorali da 

parte delle cellule dendritiche, attraverso l’attivazione di CD91, del recettore Toll-like 4 

e dei recettori purinergici P2X7, rispettivamente. L’autofagia indotta dalla chemioterapia 

è essenziale per il rilascio di ATP e, quindi, per l’attivazione dei meccanismi di immunità 

anti-tumorale. Ne consegue che i TNBC caratterizzati da difetti di autofagia potrebbero 

trarre beneficio da strategie terapeutiche in grado di compensare tale processo261. 

Le alterazioni genetiche ed epigenetiche nei TNBC portano alla formazione di numerosi 

antigeni tumore-associati, teoricamente utilizzabili dal sistema immunitario per 

distinguere le cellule neoplastiche da quelle normali262,263. 

 

 

 

1.6.1 Check-point immunologici 

Nell’uomo, l’immunità antitumorale è spesso difettiva a causa di rigidi meccanismi di 

regolazione finalizzati al mantenimento dell’omeostasi immunologica. Tra questi uno dei 

più conosciuti è il fenomeno di “esaurimento, o esaustione, delle cellule T”, dovuto alla 

stimolazione antigenica cronica e caratterizzato da una up-regolazione dei recettori ad 

azione inibitoria. Tali recettori funzionano come punti di controllo con lo scopo di 

limitare risposte immunitarie incontrollate.  
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Il blocco di questi checkpoint immunologici con anticorpi monoclonali determina il 

recupero funzionale di linfociti T altrimenti esausti e, soprattutto, esita in risposte 

clinicamente rilevanti nei pazienti neoplastici. 

 

Programmed cell death protein-1 (PD-1) è un immunorecettore con attività inibitoria 

responsabile dell’attivazione delle cellule T. Gli studi effettuati sui modelli murini hanno 

chiarito il ruolo inibitorio sulla risposta immune del recettore PD-1 e dei suoi ligandi PD-

L1 e PD-L2264. 

L’attivazione delle cellule T e la creazione di un’immunità protettiva efficace è il risultato 

di un delicato equilibrio tra segnali negativi e positivi: i segnali negativi, oggetto di questo 

studio, inibiscono l’attivazione delle cellule T o ne inducono l’apoptosi attraverso 

molecole di superficie come CTLA-4, CD95, CD5, CD31.  In assenza di un controllo 

appropriato, l’attivazione delle cellule T può portare alla compromissione della 

tolleranza-self e dunque a patologia autoimmune: i modelli privati di entrambe le copie 

del gene codificante per PD-1 (PD1-/-) sviluppano patologie linfoproliferative-

autoimmuni (lupus-like disease e artrite), fino allo sviluppo di patologia cardiaca grave 

che ne determina la morte.  

PD-1 è espresso sulle cellule T attivate, sulle cellule B e sui monociti e lega le molecole 

PD-L1 e 2, entrambe membri della famiglia proteica B7, espresse costitutivamente nel 

cuore, nei polmoni, nei reni, nel fegato, nella milza e in alcune cellule del sistema 

immunitario. L’effetto di tale legame si esplica nell’inibizione della proliferazione 

linfocitaria come risultato della mancata produzione dell’IL-2: le cellule T CD4+ tuttavia, 

possono essere attivate attraverso altri pattern co-stimolatori endogeni al contrario delle 

cellule CD8+ che rimangono inattive265. 

Chiariti gli aspetti fondamentali del ruolo del legame PD1:PD-L risulta semplice 

comprendere come tali molecole siano direttamente implicate nello sviluppo, da parte 

delle cellule tumorali, di una significativa resistenza contro l’attività antitumorale svolta 

dalle cellule immunitarie: qualora la cellula tumorale dovesse sviluppare la possibilità di 

attivare costitutivamente l’inibizione delle cellule immunitarie sfruttando il sistema del 

recettore PD e dei suoi ligandi, garantirebbe per sé un potente meccanismo di immuno-

escape.   
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Tra i più promettenti approcci all’inibizione terapeutica di tale resistenza vi è il blocco di 

specifici checkpoints immunologici266-270. Come chiarito dagli studi di Drew M. Pardoll 

nell’articolo “The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy” 

pubblicato nel 2012 sulla rivista Nature, è ormai certo che le cellule tumorali sfruttino i 

pathways del checkpoint immunologico come principale meccanismo di 

immunoresistenza, soprattutto contro le cellule T che sono specifiche per gli antigeni 

tumorali.  Dato che la maggior parte dei checkpoints immuni sono iniziati da interazioni 

ligando-recettore, essi possono essere inibiti tramite anticorpi o modulati tramite ligandi 

ricombinanti. A tal proposito è necessario menzionare lo studio di James P. Allison e 

Tasuku Honjo che è valso loro il premio Nobel per la Medicina nel 2018 “for their 

discovery of cancer therapy by inhibition of negative immune regulation”: hanno studiato 

i pathways che coinvolgono CTLA4 e PD1 e hanno rivelato che i suddetti, chiamati 

“brakes” (freni), sono indubbiamente quelli che, se inibiti, consentono la più efficace 

eradicazione delle cellule tumorali. L’idea di potenziare il sistema immune del paziente, 

piuttosto che deprimere in toto l’attività mitotica di tutti i tessuti, neoplastici e non, o le 

principali vie metaboliche di cellule sane o tumorali, è non più pionieristica ma reale: le 

molecole che recentemente si sono inserite a grande merito nella famiglia 

dell’immunoterapia sono gli anticorpi monoclonali anti PD-1 (Nivolumab e 

Pembrolizumab), anti CTLA-4 (Ipilimumab) e anti PD-L1 (Atezolizumab), i quali hanno 

mostrato efficacia nei tumori Polmonari al IV Stadio TNM, nei tumori renali a 

progressione lenta e nel melanoma metastatico non BRAF-mutato271-273.  

Gli anticorpi monoclonali antiPD-1 (nivolumab; pembrolizumab) bloccano l’interazione 

tra PD-1 e i recettori PD-L1 e PD-L2; gli anticorpi monoclonali antiPD-L1 bloccano 

l’interazione PD-L1/PD-1 e PD-L1/CD80. 

Nell’ambito della patologia neoplastica della mammella, come si è detto, non mancano 

di certo le strategie terapeutiche efficaci per i sottotipi molecolari esprimenti recettori 

ormonali o amplificazioni del gene HER2 ma non è possibile dire lo stesso per i TNBCs, 

che ad oggi hanno la prognosi peggiore tra tutti i sottotipi in termini di Local Control Rate 

(89,6%), Overall Survival (78,5%) e Relative Overall Survival (80,1%)274, sia a causa 

della natura biologica estremamente aggressiva del sottotipo in questione, sia per la 

mancanza di terapie efficaci come per gli altri sottotipi, come la terapia ormonale e il 
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Trastuzumab. Per questo motivo è necessario approfondire la possibilità di impiegare 

l’immunoterapia sui TNBCs esprimenti PD-L1. 

Come detto precedentemente, PD-L1 (anche noto come CD274 e B7-H1) è uno dei due 

ligandi del recettore PD1 che media la risposta e la soppressione del sistema immune 

antitumorale; è una glicoproteina trans-membrana costituita da un piccolo dominio 

citoplasmatico, un dominio di membrana e uno extracellulare legante il recettore275,276. 

La sua espressione è stata osservata nei normali macrofagi tissutali ma viene up-regolata 

anche nelle cellule presentanti l’antigene, nelle cellule B e T, nelle cellule epiteliali, 

muscolari, endoteliali277 e nelle linee cellulari maligne di un discreto numero di tumori 

come il melanoma, i tumori polmonari, mammari, colo-rettali e pancreatici278-283. 

L’acquisizione di sempre più approfondite conoscenze nell’ambito della risposta immune 

antitumorale ha aperto nuove prospettive terapeutiche nei confronti di neoplasie 

altamente maligne con prognosi infausta e, ad oggi, aggredibili solo con terapia 

chemioterapica aspecifica: nella pratica di routine, l’analisi immunoistochimica 

dell’espressione di PD-L1 potrebbe risultare essenziale per giudicare un paziente idoneo 

alla somministrazione dell’immunoterapia agente sul pathway in questione.  Data la 

presenza in commercio di numerose varianti del clone PD-L1, risulta indispensabile per 

la diagnostica patologica trovare il clone più affidabile nell’individuazione della positività 

allo stesso, la quale può variare in uno stesso campione in base al clone utilizzato284. [67] 

I cloni di anticorpi monoclonali di PD-L1 attualmente disponibili in commercio sono 

molteplici; lo studio di Woo Young Sun e collaboratori ha analizzato i cloni E1L3N, 28.8 

e SP142 testandoli su carcinomi mammari triplo-negativi: tra tutti il clone E1L3N ha 

mostrato il più alto rate di espressione sia nelle cellule tumorali che nelle cellule immuni 

(controllo positivo), SP142 quello più basso, mentre il clone 28.8 rappresenta invece una 

via di mezzo285. La ricerca portata avanti da Tejashree Karnik e collaboratori ha invece 

confrontato gli anticorpi SP263, 22C3 (impiegato in questo studio) e RbMCAL10 i quali 

hanno fornito, tutti e tre, buoni risultati: l’alta concordanza è stata garantita dal fatto che 

l’85% circa dei campioni era negativo (0% cellule positive) allo stesso modo nei tre 

diversi cloni286. Nella valutazione di positività di PD-L1 non deve inoltre essere trascurata 

la sua localizzazione di espressione nel quadro tumorale: a differenza di quanto si è visto 

per i tumori polmonari e i melanomi, la positività di PD-L1 di un carcinoma mammario 
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deve essere valutata anche nell’infiltrato infiammatorio che, se presente, è costituito 

prevalentemente da cellule CD68+ e CD3+ (CD8>CD4)287. 

Lo studio in fase diagnostica di PD-L1 non è una valutazione di positività fine a sé stessa 

ma serve da supporto per la scelta di quale terapia è la più efficace in questo sottotipo 

molecolare. 

Dal luglio del 2018 è disponibile in Italia Atezolizumab, la prima immunoterapia 

approvata da AIFA per il trattamento in monoterapia di pazienti adulti affetti da 

carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) localmente avanzato o metastatico, 

precedentemente sottoposti a chemioterapia. L’elemento fondamentale che 

contraddistingue Atezolizumab è il suo meccanismo d’azione diretto, selettivo e 

completo, che rappresenta una novità in confronto agli anti PD-1 presenti sul mercato. 

Diretto in quanto mira precisamente alla proteina PD-L1 nelle cellule tumorali e nelle 

cellule immunitarie infiltranti il tumore per riattivare le cellule T; selettivo in quanto 

preserva le interazioni tra PD-L2 e PD-1, contribuendo a minimizzare le reazioni 

autoimmuni nel tessuto sano, aumentando la tollerabilità del farmaco e diminuendo gli 

effetti collaterali; completo in quanto impedisce alla proteina PD-L1 di legarsi alle altre 

proteine, come ad esempio il recettore B71 presente in alcuni tipi di linfociti, sia in 

ambiente tumorale che nel linfonodo. 

Certamente incoraggianti sono i risultati terapeutici nei confronti dei tumori triplo-

negativi di Atezolizumab, che infatti è stato approvato dalla FDA negli Stati Uniti , più 

recentemente in Italia dalla AIFA; come dimostrato dallo studio del gruppo di P. Shmid 

e S. Adams, condotto in doppio cieco su 451 pazienti con TNBC metastatico, i pazienti 

trattati con Atezolizumab più nab-paclitaxel hanno avuto una progression-free survival di 

7,2 mesi, più lunga di 1,8 mesi rispetto ai pazienti trattati con placebo più nab-paclitaxel. 

La combinazione di Atezolizumab più nab-Paclitaxel è il primo regime 

immunoterapeutico ad essere approvato per i tumori della mammella, rappresentando un 

passo significativo nella lotta ai tumori mammari triplo-negativi. 

Secondo le più recenti evidenze riportate in letteratura, una percentuale di linfociti PDL1+ 

intratumorali superiore all’1% rappresenta il cut-off sufficiente per l’indicazione alla 

terapia con Atezolizumab nelle pazienti con carcinoma triplo-negativo non resecabile 

localmente avanzato o metastatico e che non sono stati sottoposte a precedente 

chemioterapia per malattia metastatica; questa è inoltre l’indicazione ufficialmente 
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fornita dall’AIFA che in seguito della pubblicazione della Determina AIFA nella GU n. 

188 del 28/07/2020, a partire dal 29/07/2020 ha approvato l’utilizzo, in regime di 

rimborsabilità SSN, del medicinale TECENTRIQ (Atezolizumab). 
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1.7 Il recettore androgenico nei carcinomi triplo-negativi 

 

I carcinomi triplo-negativi rappresentano, come già detto, un sottotipo particolarmente 

eterogeneo di carcinoma mammario, sia a livello molecolare che a livello genetico288. 

Sono stati fatti numerosi tentativi di sottoclassificazione, in base a livelli di EGFR, IGF-

1, proteina Numb, instabilità cromosomica, caratteristiche istopatologiche e storia 

riproduttiva delle pazienti289-299. La letteratura ha evidenziato la presenza di carcinomi 

triplo-negativi caratterizzati dall’espressione del recettore per gli androgeni (AR) e ciò ha 

portato ad approfondire lo studio delle vie del segnale regolare dagli androgeni al fine di 

individuare possibili terapie mirate. Ciononostante, il significato biologico di AR nei 

TNBC è ancora relativamente poco chiaro. 

Il recettore per gli androgeni è un membro della famiglia dei recettori nucleari steroidei 

che includono anche i recettori per gli estrogeni e per il progesterone. Diversi sono i 

ligandi in grado di interagire con tale recettore, inclusi i ligandi endogeni DHT e T, 

nonché una varietà di agonisti e antagonisti sintetici300-302. I risultati degli studi riportati 

all'inizio degli anni '70 nelle linee cellulari e nei tessuti evidenziarono l'importanza 

dell'azione degli androgeni nel carcinoma mammario femminile303,304. Ulteriori studi 

hanno portato alla dimostrazione di una correlazione tra i pathways AR e ER/PgR-

mediati, di un ruolo potenziale del pathway androgenico nella prognosi delle pazienti, 

nonché l’esistenza di una risposta proliferativa agli androgeni in un'ampia varietà di linee 

cellulari di carcinoma mammario AR+ e la presenza di una cascata di segnalazione 

intracellulare androgeno-dipendente in tumori della mammella AR+305-308. 

L'AR è espresso fino al 100% dei tumori mammari, sebbene questo numero sia variabile 

nelle diverse casistiche riportate (50–100%)309-314. In gran parte dei carcinomi mammari, 

i livelli di espressione sarebbero addirittura più elevati rispetto ai livelli di espressione di 

ER o PgR. Pertanto, la manipolazione dei segnali mediati dal recettore androgenico nelle 

cellule di carcinoma mammario potrebbe esitare in risvolti terapeutici nelle pazienti con 

carcinoma mammario AR+, anche alla luce della disponibilità di agenti mirati nei 

confronti dell’AR, sviluppati principalmente per il trattamento del carcinoma prostatico.  

Alcuni studi avrebbero dimostrato come la positività del recettore androgenico possa 

definire un sottogruppo di pazienti con sopravvivenza favorevole. Tuttavia, altri studi 

clinici dimostrerebbero che la sopravvivenza delle pazienti con TNBC non avrebbe 
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alcuna correlazione con l’espressione di AR. Secondo un recente studio multi-

istituzionale, infine, lo status di AR mostrerebbe pattern prognostici popolazione specifici 

in termini di overall survival315. 

Infine, non possono essere trascurati i ruoli del microambiente stromale e la sua 

interazione endocrina o paracrina nel TNBC. L’impiego di agonisti o antagonisti degli 

androgeni potrebbe influire in modo rilevante sul tessuto stromale neoplastico e ulteriori 

studi potrebbero chiarire il ruolo dello stroma nel TNBC.  

Il trattamento anti-androgenico nei TNBC, in particolare nel sottotipo molecolare LAR, 

è attualmente oggetto di studio. Il sottotipo LAR e in generale i carcinomi triplo-negativi 

AR+ si caratterizzano per una minore sensibilità alla chemioterapia e una più frequente 

presenza di metastasi ai linfonodi ascellari316. Tali forme potrebbero essere responsive al 

trattamento con farmaci ad azione antagonista verso il recettore androgenico, utilizzati 

per il trattamento del carcinoma prostatico, quali bicalutamide, enzalutamide e abiaterone 

acetato. I trials clinici finora condotti hanno dimostrato un variabile beneficio legato 

all’impiego di tali farmaci ad azione antiadrogenica nei TNBC, ma sono ancora 

necessarie ulteriori evidenze per consentirne l’impiego nella pratica clinica317-320. 
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2. OBIETTIVO DELLO STUDIO 

 

Lo scopo del presente studio è stato quello di valutare le caratteristiche istomorfologiche 

e immunoistochimiche della reazione stromale neoplastica (fibrosi, proliferazione 

vascolare ematica e linfatica), dell’infiltrato linfocitario, nonché l’applicabilità 

dell’immunoscore in una casistica di carcinomi invasivi triplo-negativi della mammella, 

con un approfondimento dell’analisi volto alla ricerca di un’associazione con le 

caratteristiche prognostiche. Ulteriore finalità è stata quella di valutare l’espressione del 

recettore per androgeni nelle cellule neoplastiche. 

Le caratteristiche studiate sono state valutate, con finalità comparative, anche in gruppi 

di controllo rappresentati da carcinomi invasivi non triplo-negativi (Luminali A, Luminali 

B Ki67+, Luminali B Her2+, Her2-enriched). 

Lo studio della stromatogenesi, dei marcatori stromali/immunologici (in particolare 

PDGFR e PD-L1) e dell’espressione del recettore per androgeni è stato rivolto alla 

identificazione di potenziali bersagli terapeutici, già riportati dalla letteratura scientifica, 

che amplierebbero il limitato ventaglio di opzioni terapeutiche per tali neoplasie a 

prognosi spesso infausta, con la possibilità di introdurre nella pratica diagnostica 

istopatologica routinaria la valutazione di nuovi aspetti, da applicare nella pratica 

diagnostica routinaria, in grado di delineare con maggiore precisione le caratteristiche dei 

carcinomi triplo-negativi. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

È stato condotto uno studio retrospettivo su 48 campioni di quadrantectomia mammaria 

con diagnosi di carcinoma duttale invasivo NST triplo-negativo, fissati in formalina e 

inclusi in paraffina, ricavati dagli archivi della U.O. di Anatomia e Istologia Patologica 

dell’A.O.U. Policlinico “P.Giaccone” di Palermo. 

Sono stati retrospettivamente selezionati 4 gruppi di controllo, ciascuno dei quali 

costituito da 48 carcinomi invasivi NST in modo da ottenere gruppi di confronto 

numericamente omogenei, classificati come Luminal A, Luminal B Ki67+, Luminal B 

Her2+, Her2-enriched. 

La casistica studiata era pertanto costituita da 240 carcinomi mammari invasivi, tutti di 

istotipo non speciale (NST). Non sono state infatti incluse nella casistica forme speciali, 

in quanto caratterizzate da specifiche caratteristiche prognostiche e predittive 

Tutti i casi in studio erano costituiti da carcinomi invasivi valutati in prima diagnosi e in 

assenza di trattamento neoadiuvante. 

Per tutti i casi in studio, sono stati riesaminati i vetrini colorati con ematossilina-eosina 

per la determinazione dell’istotipo, in accordo con la più recente edizione della 

Classificazione dei tumori della mammella WHO252 e del grading, applicando il sistema 

combinato di Nottingham321. 

Sono state valutate: età della paziente, dimensioni del nodulo neoplastico, multifocalità, 

la presenza di necrosi, invasione vascolare, infiltrazione perineurale, carcinoma duttale in 

situ associato, metastasi linfonodali. 

Sono state rivalutate le colorazioni immunoistochimiche per ER, PgR, HER2 e Ki67 per 

la conferma del sottotipo immunofenotipico. 

Le valutazioni immunoistochimiche di ER, PgR, HER2 e Ki67 si sono basate sulle attuali 

linee guida, in particolare quelle proposte dall’ASCO/CAP e dalla WHO13,252,322. 

ER e PgR sono stati considerati positivi in presenza di una colorazione nucleare in almeno 

l’1% delle cellule neoplastiche322. 

La positività per HER2 è determinata dalla presenza di uno score immunoistochimico 3+, 

definito come positività di membrana, intensa e completa, in almeno il 10% della 

componente cellulare neoplastica, in accordo con le linee guida proposte dall’ASCO/CAP 

201813.  
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Su ciascun caso, indipendentemente dalla suddivisione in gruppi immunofenotipici, è 

stata effettuata una valutazione delle caratteristiche morfologiche dello stroma 

neoplastico, per la stratificazione della casistica complessiva in base a pattern ricorrenti 

di reazione stromale neoplastica. Per la definizione morfologica del pattern di 

stromatogenesi, sono state valutate la cellularità stromale e il grado di risposta 

fibropoietica. 

Lo studio della stromatogenesi è stato effettuato anche attraverso la valutazione dei 

principali componenti dello stroma neoplastico: i fibroblasti tumore-associati (CAFs), la 

vascolarizzazione e l’infiltrato infiammatorio linfocitario. 

Su ciascun caso, è stata effettuata la valutazione dei TILs stromali secondo il metodo 

e le raccomandazioni proposte dall’International TILs Working Group nel 2014245.  

Su ciascuna neoplasia sono state infine effettuate la determinazione dell’espressione del 

recettore per Androgeni e la determinazione dell’espressione delle citocheratine ad alto 

peso molecolare CK5/6. 

Le colorazioni immunoistochimiche sono state eseguite con l’immunocoloratore 

automatico Benchmark Ultra (Ventana Roche), secondo le specifiche e i protocolli forniti 

dal produttore. Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi monoclonali:  

anti-PDGFR (rabbit monoclonal; clone Y92; Acris), anti-CD31 (PECAM-1) (mouse, 

clone JC70, Ventana), anti-Podoplanina-1 (mouse, clone D2-40, Ventana), anti-CD3 

(rabbit, clone 2GV6, Ventana) e anti-CD8 (rabbit, clone SP57, Ventana), anti-PD-1 

(mouse, clone NAT105, Ventana), anti-PD-L1 (mouse, clone 22C3, Dako), anti-recettore 

per androgeni (AR) (mouse, clone SP107, Ventana), anti-Cytokeratin 5/6 (mouse, clone 

D5/16B4, Ventana). 

Sono stati effettuati controlli positivi e negativi per ciascuna colorazione 

immunoistochimica. 

I vetrini allestiti sono stati osservati al microscopio ottico Leica DM2000 (obiettivi: 2,5X, 

4X, 10X SL, HI PLAN 20X/0.40, HI PLAN 40X/0.65, HI PLAN 63X/0.75 e PL 

FLUOTAR 100X/1.30). I vetrini sono stati inoltre acquisiti digitalmente con lo scanner 

per vetrini istologici Aperio CS2, per una ulteriore analisi in digital pathology e per la 

realizzazione delle microfotografie digitali con il software Aperio ImageScope ver. 12 

(Leica Microsystems). 
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3.1 Significato degli anticorpi impiegati e metodica di valutazione 

Con i marcatori CD31 e Podoplanina 1 è stato valutato il grado di vascolarizzazione 

rispettivamente complessiva e linfatica dello stroma intratumorale e peritumorale, 

stratificato in tre classi qualitative ordinali (lieve, moderata e elevata). 

La valutazione immunoistochimica di PDGFR è stata effettuata in modo 

semiquantitativo sulla componente stromale, stratificando la percentuale di cellule 

stromali colorate in quattro classi ordinali: negativa, lieve, moderata e elevata. Particolare 

attenzione è stata posta circa la presenza di canali vascolari bordati da cellule neoplastiche 

PDGFR+ indicanti la presenza di mimetismo vascolare; in questo modo è sono state 

ottenute tre classi ordinali: assenza di neovasi PDGFR+, rari neovasi bordati da cellule 

debolmente PDGRF+ e frequenti neovasi moderatamente/intensamente PDGFR+. 

La valutazione immunoistochimica di PD-L1 è stata effettuata in modo semiquantitativo 

sulla componente neoplastica stratificando la percentuale di cellule colorate in quattro 

classi ordinali: negativa, lieve, moderata e intensa. 

È stata determinata la percentuale di espressione di PD-L1 e di PD-1 nell’infiltrato 

linfocitario. Nello specifico si è proceduto alla valutazione dei linfociti PD-L1+ a diretto 

contatto con le cellule neoplastiche, determinando quattro classi ordinali in base alla 

percentuale di linfociti positivi: assenza di linfociti (0%), lieve (1-9%), moderata quantità 

(10-49%), elevata percentuale di linfociti a contatto con le cellule neoplastiche (50-

100%). 

L’espressione del recettore androgenico nelle cellule neoplastiche è stata valutata in 

valore percentuale, stratificando la casistica in due classi orinali: assente, presente; il cut-

off di riferimento per considerare positiva la neoplasia è stato del 5%, 

L’espressione delle citocheratine 5/6 nelle cellule neoplastiche è stata valutata come 

negativa o positiva, in riferimento a un cut-off del 10%. L’espressione delle citocheratine 

ad alto peso molecolare (definite anche citocheratine basali) è riportata dalla letteratura 

come marcatore dei carcinomi con fenotipo basal-like, tipicamente neoplasie di alto grado 

e triplo-negative nell’85% dei casi. 
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3.2 Determinazione dell’immunoscore 

Per la determinazione dell’immunoscore, in riferimento agli studi di Galon et al8,142,253, 

sono stati utilizzati i marcatori T linfocitari CD3 e CD8, valutati quantitativamente 

effettuando conte cellulari per mm2 (un mm2 corrisponde alla somma di tre campi 

microscopici ad alto ingrandimento [HPF, 400x]), sia in corrispondenza delle porzioni 

centrali del tumore, sia in corrispondenza del fronte di avanzamento tumorale. Per le conte 

di linfociti CD3+ è stato assegnato un punteggio di 1 in presenza di un valore superiore a 

144 cellule/mm2 e superiore a 256/mm2 rispettivamente nelle aree centrali e nel fronte di 

avanzamento della neoplasia; per le conte di linfociti CD8+ è stato assegnato un 

punteggio di 1 in presenza di un valore superiore a 50 cellule/mm2 e superiore a 202/mm2 

rispettivamente nelle aree centrali e nel fronte di avanzamento della neoplasia. 

L’immunoscore finale è stato ottenuto applicando lo schema riportato nella figura 3.1. 

 

 

 

Figura 3.1 – Definizione e metodologia dell’immunoscore. modificata da: Galon et al, Toward the introduction of the 

“Immunoscore” in the classification of malignant tumours. J Pathol 2014; 232:199-209.  
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3.3 Acquisizione e analisi dei dati 

L’analisi dei risultati ottenuti attraverso le valutazioni delle caratteristiche cliniche, 

morfologiche e immunoistochimiche è stata effettuata con l’ausilio del software 

Microsoft Excel 2016, per la tabellazione dei dati e la realizzazione dei grafici, e con il 

software IBM SPSS 21.0, utilizzando il test di Spearman, per le analisi di correlazione tra 

variabili quantitative e qualitative ordinali non parametriche. 

Sono state analizzate le seguenti variabili:  

Sottotipo immunofenotipico, istotipo, grading, dimensione del nodulo (cm), 

multifocalità, invasione vascolare, infiltrazione perineurale, necrosi, metastasi linfonodali 

presenza di carcinoma intraduttale associato (DCIS), pattern morfologico di reazione 

stromale, vascolarizzazione globale intratumorale, vascolarizzazione globale 

peritumorale, vascolarizzazione linfatica intratumorale, vascolarizzazione linfatica 

peritumorale, TILs, Immunoscore, linfociti CD3+ intratumorali, linfociti CD3+ 

peritumorali, linfociti CD8+ intratumorali, linfociti CD8+ peritumorali, linfociti PD1+ 

intratumorali, linfociti PD-L1+ intratumorali, espressione stromale di PDGFR, strutture 

vascolari PDGFR, espressione di PD-L1 nelle cellule neoplastiche, espressione di AR 

nelle cellule neoplastiche, espressione di CK5/6 nelle cellule neoplastiche, indice di 

proliferazione (Ki67) nelle cellule neoplastiche. 
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4. RISULTATI 

 

La casistica in studio è rappresentata complessivamente da 240 casi di carcinoma invasivo 

della mammella NST, in accordo con i criteri diagnostici WHO 2019252. 

I casi oggetto di studio sono stati selezionati retrospettivamente sulla base 

dell’espressione immunoistochimica del recettore per estrogeni (ER), del recettore per 

progesterone (PgR), del recettore 2 per il fattore di crescita epidermico umano (HER2) e 

dell’indice di proliferazione (MIB1/Ki67). 

Sono stati così ottenuti i seguenti 5 sottotipi immunofenotipici numericamente omogenei, 

ciascuno costituito da 48 casi: 

- Sottotipo Luminal A, definito sulla base delle positività per ER e/o PgR, 

negatività per Her2 e Ki67 < 14%. 

- Sottotipo Luminal B Ki67-high, definito sulla base della positività per ER e/o 

PgR, Ki67 ≥ 14%. 

- Sottotipo Luminal B Her2+, definito sulla base della positività per ER e/o PgR e 

di HER2 (score 3+). 

- Sottotipo Her2-enriched, definito sulla base della negatività per ER e PgR e 

positività per HER2 (score 3+).  

- Sottotipo Triple-negative, definito sulla base della negatività per ER, PgR e 

HER2. 

 

L’età media complessiva delle pazienti è di 61 anni (range 24 - 92 anni); la lesione 

tumorale mostrava un diametro maggiore medio di 2,2 cm (range 0,2 – 13 cm). 

I dati ottenuti sono riportati nella tabella 4.1. 
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Luminal A 

Luminal B 
Ki67-high 

Luminal B 
Her2+ 

HER2-
enriched 

Triple 
negative 

 

Età media (range) 63 (49-74) 53 (37-66) 66 (42-88) 61 (33-72) 60 (24)92 

Dimensioni medie 
tumore, cm (range) 

1,5 (0,6-
4,8) 

1,8 (1-2,6) 3,1 (0,2-8) 1,8 (0,5-3) 2,6 (0,2-13) 

Grading      

G1 54% 0 0 0 0 

G2 46% 90% 46% 38% 17% 

G3 0 10% 54% 62% 83% 

Pattern morfologico 
di reazione stromale 

     

A 25% 33% 21% 44% 21% 

B 31% 54% 79% 25% 35% 

C 44% 13% 0 21% 36% 

D 0 0 0 10% 8% 

Necrosi      

Assente 100% 100% 90% 25% 58% 

Presente 0 0 10% 75% 42% 

Invasione 
angiolinfatica 

     

Assente 100% 24% 54% 62% 75% 

Presente 0 76% 46% 38% 25% 

Metastasi linfonodali      

Assenti 100% 67% 58% 73% 88% 

Presenti 0 33% 42% 27% 13% 

Infiltrazione 
perineurale 

     

Assente 54% 65% 90% 81% 90% 

Presente 46% 35% 10% 19% 10% 

DCIS associato      

Assente 44% 33% 10% 27% 67% 

Presente 56% 67% 90% 73% 33% 

Multifocalità      

Assente 77% 88% 52% 73% 92% 

Presente 23% 13% 48% 27% 8% 

Vascolarizzazione 
linfatica peritumorale 

     

Lieve 77% 77% 88% 63% 56% 

Intermedia 23% 23% 8% 27% 31% 

Elevata 0 0 4% 10% 13% 

Vascolarizzazione 
linfatica 
intratumorale 

     

Lieve 90% 77% 88% 19% 52% 

Intermedia 0 13% 8% 46% 33% 

Elevata 10% 10% 4% 35% 15% 
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Luminal A 

Luminal B 
Ki67-high 

Luminal B 
Her2+ 

HER2-
enriched 

Triple 
negative 

 

Vascolarizzazione 
complessiva 
peritumorale 

     

Lieve 100% 90% 67% 48% 48% 

Intermedia 0 10% 33% 52% 35% 

Elevata 0 0 0 0 17% 

Vascolarizzazione 
complessiva 
intratumorale 

     

Lieve 33% 54% 21% 0 17% 

Intermedia 56% 0 52% 73% 50% 

Elevata 10% 46% 27% 27% 33% 

Espressione stromale 

PDGFR 
     

Assente 100% 81% 79% 52% 15% 

Lieve 0 19% 21% 48% 67% 

Moderata 0 0 0 0 13% 

Elevata 0 0 0 0 6% 

Vasi PDGFR+      

Assenti 100% 100% 92% 88% 85% 

Bassa densità 0 0 8% 6% 8% 

Medio-alta densità 0 0 0 6% 7% 

Immunoscore      

i0 77% 38% 29% 8% 15% 

i1 23% 31% 23% 33% 17% 

i2 0 31% 25% 50% 21% 

i3 0 0 13% 0 10% 

i4 0 0 10% 9% 31% 

Linfociti PD1+ 
intratumorali 

     

Assenti 100% 90% 83% 40% 71% 

Bassi 0 10% 17% 42% 21% 

Intermedi 0 0 0 8% 4% 

Elevati 0 0 0 10% 4% 

Linfociti PDL1+ 
intratumorali 

     

Assenti 90% 90% 79% 83% 46% 

Bassi 10% 10% 21% 0 27% 

Intermedi 0 0 0 17% 19% 

Elevati 0 0 0 0 8% 

TILs      

Assenti 54% 11% 0 0 12% 

Bassi 13% 10% 40% 13% 21% 

Intermedi 33% 79% 29% 46% 44% 

Elevati 0 0 31% 41% 23% 
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Luminal A 

Luminal B 
Ki67-high 

Luminal B 
Her2+ 

HER2-
enriched 

Triple 
negative 

 

Espressione recettore 
per androgeni 

     

Assente 10% 13% 44% 44% 69% 

Presente 90% 87% 56% 56% 31% 

Espressione CK 5/6      

Assente 100% 100% 96% 92% 54% 

Presente 0 0 4% 8% 46% 

Tabella 4.1 – Nella tabella sono riportati i risultati delle valutazioni dei parametri clinici, 

morfologici e immunofenotipici nei cinque gruppi immunofenotipici, riportati in valori 

percentuali. 
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4.1 Pattern morfologici di stromatogenesi neoplastica 

Indipendentemente dalla suddivisione in gruppi immunofenotipici, i casi in studio sono 

stati stratificati sulla base del pattern morfologico di reazione stromale [Grafico 4.1], in 

quattro classi così definite: 

Pattern A, comprendente 69 casi (29%), definito dalla presenza di abbondante quantità di 

stroma con setti di fibre collagene riccamente cellulati (reazione desmoplastica) [Figura 

4.1a]. È stato il secondo pattern più frequentemente riscontrato e il più frequente nei 

carcinomi HER2-enriched (44%). 

Pattern B, comprendente 108 casi (45%), definito dalla presenza di abbondanti quantità 

di stroma fibro-sclerotico, acellulato o scarsamente cellulato [Figura 4.1b]. È stato il 

pattern più frequentemente osservato nell’intera casistica e il pattern più frequente nei 

carcinomi Luminali B Ki67high (54%) e nei carcinomi Luminali B Her2+ (70%) [Grafico 

4.2]. 

Pattern C, comprendente 54 casi (22%), definito dalla presenza di uno stroma 

lievemente/moderatamente rappresentato e lievemente cellulato [Figura 4.1c]. È stato il 

pattern più frequentemente osservato nei carcinomi Luminal A (44%). Tale pattern non è 

stato riscontrato nei carcinomi Luminali B Her2+. 

Pattern D, comprendente 9 casi (4%), definito dalla presenza di una scarsa/assente 

reazione stromale di tipo collagenopoietico-fibrotico, con noduli tumorali sepimentati da 

rari e sottili setti fibrovascolari [Figura 4.1d]. Questo pattern, sebbene il meno frequente, 

è stato osservato solo nei carcinomi Her2-enriched (10%) e nei carcinomi triplo-negativi 

(8%). 

Non è stata evidenziata una correlazione statisticamente significativa tra il pattern 

morfologico di stromatogenesi neoplastica e il gruppo immunofenotipico [Grafico 4.2] 

né con gli altri parametri valutati, sebbene il pattern B (pattern fibro-sclerotico) è stato 

quello più frequentemente osservato nei carcinomi luminali B e il pattern D (scarsa 

reazione stromale fibropoietica). 
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Figura 4.1 – (A) Pattern stromale A: carcinoma duttale invasivo NST G3, Her2-enriched; 

(B) Pattern stromale B: carcinoma duttale invasivo NST G1, Luminal A; (C) Pattern stromale C: carcinoma 

duttale invasivo NST G3, Triple negative; (D) Pattern stromale D: carcinoma duttale invasivo NST G3, 

Triple negative. Ematossilia-eosina. Ingrandimenti originali: (a) 100X; (b,c,d) 200x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafico 4.1 – Frequenza dei pattern stromali. 

Grafico 4.2 – Distribuzione dei pattern stromali nei quattro 

gruppi immunofenotipici. 
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4.2 Variabili morfologiche e immunoistochimiche 

Luminal A 

L’età media delle pazienti era di 69 anni (range 49-74 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 1,5 cm (0,6-4,8 cm). 

Il 54% dei carcinomi mostrava un grado G1, il 46% un grado G2 [Grafico 4.3]. 

In nessun caso sono state evidenziate necrosi tumorale, invasione vascolare e metastasi 

linfonodali [Grafici 4.4, 4.5, 4.6]. 

Nel 46% dei carcinomi Luminal A è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 56% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo [Grafico 4.7]. Nel 23% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione 

bi- o multifocale [Grafico 4.8]. 

Il grado di vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-

40), risultava basso nel 77% e moderato nel 23% dei casi; in nessun caso è stato osservato 

un aumento marcato della vascolarizzazione linfatica peritumorale [Grafico 4.9]. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 90% e 

marcatamente incrementata nel 10% dei casi; in nessun caso è stato riscontrato un 

aumento moderato [Grafico 4.10]. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, risultava lievemente 

incrementata in tutti i casi; nessun caso mostrava aumento complessivo moderato o 

marcato dei vasi peritumorali [Grafico 4.11]. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostrava un incremento lieve nel 33%, 

moderato nel 56% e marcato nell’11% [Grafico 4.12]. 

Il 52% dei casi mostra uno stroma con lieve immunoreattività per PDGFR mentre il 

restante 48% non mostra immunoreattività per il marcatore [Grafico 4.13]. 

Nessun caso mostrava immunoreattività per PDGFR nella componente neoplastica, né 

sono stati evidenziati neovasi bordati da cellule neoplastiche PDGFR+ [Grafico 4.14]. 

In nessun caso di carcinoma luminal A sono stati riscontrati linfociti PD-1+ [Grafico 

4.15]. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 10% dei casi, il 

restante 90% dei casi non mostrava linfociti PD-L1+ [Grafico 4.16]. 
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Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, è stata 

riscontrata una positività lieve nel 10%, moderata nel 65%, intensa nel 13% dei casi, 

assente nel 13% dei casi [Grafic0 4.17]. 

L’immunoscore risultava i0 nel 77%, i1 nel 23% dei casi. Non sono stati evidenziati valori 

di immunoscore i2, i3 o i4 [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina 

risultavano assenti nel 54% dei casi, erano presenti in bassa percentuale nel 13% e in 

percentuale intermedia nel 33% dei casi [Grafico 4.21]. 

Il 90% dei carcinomi Luminali A esprimeva il recettore per androgeni, con un valore 

medio di positività del 68% nelle cellule neoplastiche [Grafico 4.22]. 

Tutti i casi erano negativi per le Citocheratine 5/6 [Grafico 4.3]. 

 

Luminal B Ki67-high 

L’età media delle pazienti era di 53 anni (range 37-76 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 1,8 cm (1-2,6 cm). 

Il 90% dei carcinomi mostrava un grado G2, il 10% un grado G3 [Grafico 4.3]. 

In nessun caso è stata evidenziata necrosi tumorale [Grafico 4.4]. 

Nel 76% dei casi era presente invasione vascolare e nel 33% si osservavano metastasi 

linfonodali [Grafici 4.5, 4.6]. 

Nel 35% dei carcinomi Luminal B Ki67high è stata evidenziata la presenza di 

infiltrazione perineurale. Nel 67% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato 

al carcinoma invasivo [Grafico 4.7]. Nel 13% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione 

bi- o multifocale [Grafico 4.8]. 

Il grado di vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-

40), risultava basso nel 77% e moderato nel 23% dei casi; in nessun caso è stato osservato 

un aumento marcato della vascolarizzazione linfatica peritumorale [Grafico 4.9]. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 77%, 

moderatamente incrementata nel 13% e marcatamente aumentata nel 10% dei casi 

[Grafico 4.10]. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, risultava lievemente 

incrementata nel 90% e moderatamente incrementata nel 10% dei casi; nessun caso 
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mostrava aumento complessivo marcato della densità vascolare peritumorale [Grafico 

4.11]. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostra un incremento lieve nel 54% e 

marcato nel 46% [Grafico 4.12]. 

Il 79% dei casi mostrava uno stroma con lieve immunoreattività per PDGFR mentre il 

restante 21% non mostrava immunoreattività per il marcatore [Grafico 4.13]. 

Nessun caso ha mostrato immunoreattività per PDGFR nella componente neoplastica, 

né sono stati evidenziati neovasi bordati da cellule neoplastiche PDGFR+ [Grafico 

4.14]. 

Nel 10% dei carcinomi luminal B Ki67-high sono stati riscontrate basse percentuali di 

linfociti PD-1+ a contatto con la componente neoplastica, mentre la grande maggioranza 

non mostrava linfociti PD-1+ intratumorali [Grafico 4.15]. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 10% dei casi, il 

restante 90% dei casi non mostrava linfociti PD-L1+ [Grafico 4.16]. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, è stata 

riscontrata una positività lieve nel 56% e moderata nel 33% dei casi [Grafico 4.17]. 

L’immunoscore risultava i0 nel 38%, i1 nel 31%, i2 nel 31% dei casi. Non sono stati 

evidenziati valori di immunoscore i3 o i4 [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina 

risultavano assenti nel 10% dei casi, presenti in bassa percentuale nel 10% e in 

percentuale intermedia nel 79% dei casi [Grafico 4.21]. 

L’88% dei carcinomi Luminal B Ki67high esprimeva il recettore per androgeni, con un 

valore medio di positività del 75% nelle cellule neoplastiche [Grafico 4.22]. 

Tutti i casi erano negativi per le Citocheratine 5/6 [Grafico 4.23]. 

 

Luminal B Her2+ 

L’età media delle pazienti era di 66 anni (range 42-88 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 3,1 cm (0,2-8 cm). 

Il 54% dei carcinomi mostrava un grado G3, il 46% un grado G2 [Grafico 4.3]. 

Nel 10% dei casi è stata osservata la presenza di necrosi tumorale [Grafico 4.4]. 

Nel 46% dei casi era presente invasione vascolare e nel 42% si osservavano metastasi 

linfonodali [Grafici 4.5, 4.6]. 
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Nel 10% dei carcinomi Luminal B Her2+ è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 90% dei casi coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo [Grafico 4.7]. Nel 48% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione 

bi- o multifocale [Grafico 4.8]. 

La vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-40), 

risultava lievemente aumentata nel 88%, moderatamente aumentata nel’8% e 

marcatamente aumentata nel 4% dei casi [Grafico 4.9]. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 88%, 

moderatamente aumentata nel’8% e marcatamente aumentata nel 4% dei casi [Grafico 

4.10]. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, risultava lievemente 

incrementata nel 67% e moderatamente incrementata nel 33% dei casi; nessun caso 

mostrava aumento complessivo marcato della densità vascolare peritumorale [Grafico 

4.11]. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostrava un incremento lieve nel 21%, 

moderato nel 52% e marcato nel 27% dei casi [Grafico 4.12]. 

L’81% dei casi mostrava uno stroma con lieve immunoreattività per PDGFR mentre il 

restante 19% non mostrava immunoreattività per il marcatore [Grafico 4.13]. 

L’8% dei casi mostrava lieve immunoreattività per PDGFR nella componente 

neoplastica [Grafico 4.14]. 

Nel 17% dei carcinomi Luminal B Her2+ sono state riscontrate basse percentuali di 

linfociti PD-1+ a contatto con la componente neoplastica [Grafico 4.15]. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 21% dei casi, il 

restante 79% dei casi non mostrava linfociti PD-L1+ [Grafico 4.16]. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, è stata 

riscontrata una positività lieve nel 15% e moderata nel 15% dei casi [Grafico 4.17]. 

L’immunoscore risultava i0 nel 29%, i1 nel 23%, i2 nel 25%, i3 nel 13%, i4 nel 10% dei 

casi [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina erano 

presenti in bassa percentuale nel 40%, in percentuale intermedia nel 29%, in percentuale 

elevata nel 31% dei casi [Grafico 4.21]. 
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Il 56% dei carcinomi Luminal B Her2+ esprimeva il recettore per androgeni, con un 

valore medio di positività del 66% nelle cellule neoplastiche [Grafico 4.22]. 

Nel 4% dei casi è stata osservata una debole positività per le Citocheratine 5/6 nelle 

cellule neoplastiche [Grafico 4.23]. 

 

Her2-enriched 

L’età media delle pazienti era di 61 anni (range 33-72 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 1,8 cm (0,5-3 cm). 

Il 62% dei carcinomi mostrava un grado G3, il 38% un grado G2 [Grafico 4.3]. 

Nel 75% dei casi è stata osservata la presenza di necrosi tumorale [Grafico 4.4]. 

Nel 38% dei casi era presente invasione vascolare e nel 27% si osservavano metastasi 

linfonodali [Grafici 4.5, 4.6]. 

Nel 19% dei carcinomi Her2-enriched è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 73% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo [Grafico 4.7]. Nel 27% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione 

bi- o multifocale [Grafico 4.8]. 

La vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-40), 

risultava lievemente aumentata nel 63%, moderatamente aumentata nel 27% e 

marcatamente aumentata nel 10% dei casi [Grafico 4.9]. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 19%, 

moderatamente incrementata nel 46% e marcatamente aumentata nel 35% dei casi 

[Grafico 4.10]. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, risultava lievemente 

incrementata nel 48% e moderatamente incrementata nel 52% dei casi; nessun caso 

mostrava aumento complessivo marcato dei vasi peritumorali [Grafico 4.11]. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostra un incremento moderato nel 73% 

e marcato nel 27% dei casi [Grafico 4.12]. 

Nel 12% dei casi sono stati evidenziati strutture vascolari bordate da cellule PDGFR+ 

[Grafico 4.13]. 

Tutti i carcinomi del gruppo Her2-enriched mostravano uno stroma lievemente 

immunoreattivo per PDGFR Grafico 4.14 
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Il 42% dei casi mostrava rari e occasionali linfociti PD-1+; nell’8% e nel 10% dei casi 

erano presenti rispettivamente percentuali intermedie e alte di linfociti intratumorali PD-

1+ [Grafico 4.15]. 

Sono stati osservate percentuali intermedie di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 17% dei 

casi, il restante 83% dei casi non mostrava linfociti PD-L1+ [Grafico 4.16]. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, è stata 

riscontrata una positività lieve nel 38% e moderata nel 46% dei casi [Grafico 4.17]. 

L’immunoscore risultava i0 nel 8%, i1 nel 33%, i2 nel 50%, i4 nell’8% dei casi. Non sono 

stati evidenziati valori di immunoscore i3 [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina erano 

presenti in bassa percentuale nel 13%, in percentuale intermedia nel 46% e in percentuale 

elevata nel 41% dei casi [Grafico 4.21]. 

Il 56% dei carcinomi Her2-enriched esprimeva il recettore per androgeni, con un valore 

medio di positività del 50% nelle cellule neoplastiche [Grafico 4.22]. 

Nell’8%% dei casi è stata osservata una debole positività per le Citocheratine 5/6 nelle 

cellule neoplastiche [Grafico 4.23]. 

 

Triple negative 

L’età media delle pazienti era di 60 anni (range 24-92 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 2,6 cm (0,2-13 cm). 

L’83% dei carcinomi mostrava un grado G3, il 17% un grado G2 [Grafico 4.3]. 

Nel 42% dei casi è stata osservata la presenza di necrosi tumorale [Grafico 4.4]. 

Nel 25% dei casi era presente invasione vascolare e nel 13% si osservavano metastasi 

linfonodali [Grafici 4.5, 4.6]. 

Nel 10% dei carcinomi Triple-negative è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 33% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo [Grafico 4.7]. Nell’8% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione 

bi- o multifocale [Grafico 4.8]. 

La vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-40), 

risultava lievemente aumentata nel 56%, moderatamente aumentata nel 31% e 

marcatamente aumentata nel 13% dei casi [Grafico 4.9]. 



64 
 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 52%, 

moderatamente aumentata nel 33% e marcatamente aumentata nel 15% dei casi [Grafico 

4.10]. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, mostrava un 

incremento lieve nel 48%, moderato nel 35% e marcato nel 17% dei casi [Grafico 4.11]. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostrava un incremento lieve nel 17%, 

moderato nel 50% e marcato nel 33% dei casi [Grafico 4.12]. 

Nei casi di carcinoma triple-negative è stata rilevata una immunoreattività stromale per 

PDGFR lieve nel 67%, moderata nel 13% e intensa nel 6% dei casi [Grafico 4.13]. 

Nell’8% dei casi sono stati riscontrati occasionali neovasi bordati da cellule neoplastiche 

lievemente reattive per PDGFR nel 6% dei casi è stata riscontrata una discreta densità 

di neovasi bordati da cellule neoplastiche reattive per PDGFR [Grafico 4.14] 

Nel 71% dei Triple negative non erano presenti linfociti PD-1+ a contratto con il tumore. 

Il 21% dei casi mostrava rari linfociti PD-1+ a contatto con le cellule carcinomatose, nel 

4% e nel 4% sono stati riscontrate rispettivamente percentuali intermedie ed elevatedi 

linfociti PD-1+ [Grafico 4.15]. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 27%, livelli 

intermedi nel 19% ed elevati nell’8% dei casi, il restante 46% dei casi non mostrava 

linfociti PD-L1+ [Grafico 4.16]. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, questa 

risultava negativa nel 79% dei casi. È stata riscontrata una positività lieve nel 15%, e 

moderata nel 6% [Grafico 4.17]. 

L’immunoscore risultava i0 nel 15%, i1 nel 17%, i2 nel 21%, i3 nel 17% e i4 nel 31% dei 

casi [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina 

risultavano assenti nel 13% dei casi, erano presenti in bassa percentuale nel 21%, in 

percentuale intermedia nel 44% e in percentuale elevata nel 23% dei casi [Grafico 4.21]. 

Il 31% dei carcinomi triplo-negativi esprimeva il recettore per androgeni, con un valore 

medio di positività del 63,5% nelle cellule neoplastiche [Grafico 4.22]. 

Il 46% dei casi mostrava positività per le Citocheratine 5/6 nelle cellule neoplastiche 

[Grafico 4.23]. 
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Grafico 4.3 – Grado tumorale determinato con il sistema di grading istologico combinato sec. Nottingham. 

 

 

 

 

Grafico 4.4 – Presenza di necrosi tumorale nei gruppi immunofenotipici. 
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Grafico 4.5 – Distribuzione delle percentuali di invasione vascolare angiolinfatica nei gruppi 

immunofenotipici. 

 

 

 

 

Grafico 4.6 – Distribuzione delle percentuali di metastasi linfonodali nei gruppi immunofenotipici. 
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Grafico 4.7 – Presenza di carcinoma duttale in situ associato alla neoplasia invasiva nei gruppi 

immunofenotipici 

 

     

 

Grafico 4.8 – Presenza di multifocalità.
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Grafico 4.9 – Grado di vascolarizzazione linfatica peritumorale valutata con il marcatore 

immunoistochimico Podoplanina 1 (D2-40). 

 

 

 

Grafico 4.10 – Grado di vascolarizzazione linfatica intratumorale valutata con il marcatore 

immunostochimico Podoplanina 1 (D2-40). 
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Grafico 4.11 – Vascolarizzazione complessiva dello stroma peritumorale valutata con il marcatore 

immunoistochimico CD31. 

 

 

 

 

Grafico 4.12 – Vascolarizzazione intratumorale complessiva valutata con il marcatore immunostochimico 

CD31. 

Luminal A
Luminal B Ki67-

high
Luminal B Her2+ Her2-enriched Triple negative

Low 100 90 67 48 48

Medium 0 10 33 52 35

High 0 0 0 0 17

0

20

40

60

80

100

120

Vascolarizzazione complessiva dello stroma 
peritumorale

Luminal A
Luminal B Ki67-

high
Luminal B Her2+ Her2-enriched Triple negative

Low 33 54 21 0 17

Medium 56 0 52 73 50

High 10 46 27 27 33

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Vascolarizzazione complessiva dello stroma 
intratumorale



70 
 

 

Grafico 4.13 – Espressione di PDGFR nelle cellule stromali, compatibili con CAFs. I valori di intensità 

più elevata e sono stati riscontrati nei carcinomi triplo-negativi. 

 

 

Grafico 4.14 - Mimetismo vascolare nei quattro gruppi immunofenotipici, valutato con la colorazione 

immunoistochimica per PDGFR, che evidenziava la presenza di canali vascolari ematici bordati da cellule 

atipiche PDGRF+ e CD31+. 
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Grafico 4.15 – Presenza di linfociti T PD-1+ a contratto con il clone neoplastico. I valori più alti sono stati 

riscontrati nei carcinomi Her2-enriched e nei triplo-negativi. Nei sottotipi luminal A e B non sono stati 

evidenziati linfociti PD-1+. 
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stati riscontrati nei carcinomi Her2-enriched e nei triplo-negativi. Nei sottotipi luminal A e B i linfociti PD-

L1+ erano per lo più assenti o presenti in bassa percentuale solo in una quota minoritaria di casi 

Luminal A
Luminal B Ki67-

high
Luminal B Her2+ Her2-enriched Triple negative

absent 100 90 83 40 71

low 0 10 17 42 21

medium 0 0 0 8 4

high 0 0 0 10 4

0

20

40

60

80

100

120

Linfociti PD-1+ intratumorali

Luminal A
Luminal B Ki67-

high
Luminal B Her2+ Her2-enriched Triple negative

absent 90 90 79 83 46

low 10 10 21 0 27

medium 0 0 0 17 19

high 0 0 0 0 8

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Tumor-infiltrating PDL1+ lymphocytes 



72 
 

 

Grafico 4.17 – Espressione immunoistochimica di PD-L1. L’intensità di espressione più elevata è stata 

rilevata nei carcinomi Luminal A, analogamente alla percentuale di cellule neoplastiche positive per PD-

L1. 

. 

 

 

 

Grafico 4.18 – Distribuzione dell’immunoscore nei quattro gruppi immunofenotipici. I valori di 

immunoscore più elevati sono stati riscontrati nei carcinomi triplo-negativi. 
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Grafico 4.19 – Distribuzione delle classi di immunoscore nei quattro gruppi immunofenotipici. I valori di 

immunoscore i3 e i4 sono stati osservati nei carcinomi triplo-negativi e nei carcinomi con espressione di 

Her2. 

 

 

Grafico 4.20 – Distribuzione della moda dell’immunoscore nei gruppi immunofenotipici. La classe di 
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Grafico 4.21 – Distribuzione delle percentuali di TILs nei quattro gruppi immunofenotipici. Analogamente 

all’immunoscore, le percentuali più elevate di linfociti infiltranti il tumore, valutate solo su base 

morfologica, sono state riscontrate nei carcinomi triplo-negativi e in minor misura nelle forme di carcinoma 

Her2+ (Luminal B Her2+ e Her2-enriched). 

 

 

Grafico 4.22 – Presenza di espressione del recettore androgenico nei quattro gruppi immunofenotipici.  
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Grafico 4.23 – Distribuzione percentuale dei carcinomi in relazione all’espressione di Citocheratine 5/6 

nei quattro gruppi immunofenotipici. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luminal A
Luminal B Ki67-

high
Luminal B Her2+ Her2-enriched Triple negative

Presente 0 0 4 8 46

Assente 100 100 96 92 54

0

20

40

60

80

100

120

Espressione di CK5/6



76 
 

Altre rappresentazioni grafiche delle principali caratteristiche studiate in relazione alle 

classi di immunoscore. 

 

Grafico 4.24 - Rappresentazione della presenza di necrosi tumorale in relazione all’immunoscore. 

 

 

Grafico 4.25 - Rappresentazione della vascolarizzazione linfatica dello stroma intratumorale in relazione 

all’immunoscore. 
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Grafico 4.26 – Rappresentazione della vascolarizzazione complessiva dello stroma perimorale in relazione 

all’immunoscore. 

 

 

Grafico 4.27 – Rappresentazione della vascolarizzazione complessiva dello stroma intratumorale in 

relazione all’immunoscore.. 
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Grafico 4.28 – Espressione di PDGFR nel neostroma tumorale in funzione dell’immunoscore. I valori più 

elevati di espressione, in termini di distribuzione e intensità, sono stati riscontrati nei carcinomi con 

immunoscore più elevati e che nella stragrande maggioranza dei casi mostravano un fenotipo triplo-

negativo. 

 

Grafico 4.29 Percentuali di TILs.stromali valutati morfologicamente nelle classi di immunoscore. 
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Grafico 4.30 – I linfociti PD-1+ risultavano più rappresentati nei carcinomi con immunoscore più elevati; 

tali carcinomi risultavano avere più frequentemente un fenotipo HER2-enriched e triplo-negativo. 

 

 

 

Grafico 4.31 – I linfociti PD-L1+ risultavano più rappresentati nei carcinomi con immunoscore più elevati; 

tali carcinomi risultavano avere più frequentemente un fenotipo triplo-negativo. 

 

i0 i1 i2 i3 i4

None 91 79 69 43 63

Low 9 18 26 50 8

Medium 0 0 0 0 25

High 0 3 5 7 4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Tumor-infiltrating PD1+ lymphocytes

i0 i1 i2 i3 i4

High 1 0 0 14 4

Medium 1 2 7 7 42

Low 11 20 11 0 21

None 86 79 82 79 33

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Tumor-infiltrating PDL1+ lymphocytes



80 
 

 

 

 

 

Grafico 4.32 – Espressione del recettore per androgeni. 
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Grafico 4.33 – Matrice di dispersione per i valori di CD3 e CD8. Come controllo della consistenza dei 

valori di immunoscore sono state effettuate correlazioni tra i singoli valori di linfociti CD3 totali, CD8 

totali, CD3 intra- e peritumorali, CD8 intra- e peritumorali. 
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4.3 Analisi statistica di correlazione 

L’analisi di correlazione effettuata con il test di Spearman è stata condotta sull’intera 

casistica utilizzando coppie di variabili ed ha messo in luce diversi risultati significativi, 

che vengono riportati nella tabella. 

Le variabili considerate sono state: (1) sottotipo immunofenotipico, (2) grado di 

differenziazione, (3) linfatici peritumorali, (4) linfatici intratumorali, (5) 

vascolarizzazione complessiva peritumorale, (6) vascolarizzazione complessiva 

intratumorale, (7) PDGFR nei neovasi (mimetismo vascolare), (8) PDGFR stromale 

(9) Immunoscore, (10) linfociti CD3+ intratumorali, (11) linfociti CD3+ peritumorali, 

(12) linfociti CD8+ intratumorali, (13) linfociti CD8+ peritumorali, (14) linfociti PD-1+ 

a contatto con le cellule neoplastiche, (15) linfociti PD-L1+ a contatto con le cellule 

neoplastiche, (16) PD-L1 nelle cellule neoplastiche, (17) Pattern di stromatogenesi, (18) 

TILs, (19) espressione del recettore androgenico nelle cellule neoplastiche, (20) indice di 

proliferazione, (21) età, (22) dimensioni della neoplasia, (23) presenza di necrosi, (24) 

presenza di invasione vascolare, (25) presenza di infiltrazione perineurale, (26) presenza 

di metastasi linfonodali, (27) necrosi tumorale, (28) multifocalità, (29) presenza di 

carcinoma duttale in situ associato, (30) espressione di CK 5/6 nelle cellule neoplastiche. 

Nella tabella 4.1 sono riportati i valori risultanti dall’analisi. 

 

Il sottotipo (considerato come variabile ordinale prognostica) correla positivamente con 

l’entità della vascolarizzazione linfatica peritumorale (rho = 0,197; p = 0,002) e 

intratumorale (rho = 0,362; p < 0,001), con l’entità della vascolarizzazione complessiva 

peritumorale (rho = 0,464; p < 0,001) e intratumorale (rho = 0,218; p = 0,001), essendo 

progressivamente più rappresentate nei sottotipi a peggiore prognosi. Analogamente, è 

stata evidenziata una correlazione positiva tra sottotipo e la densità di lacune vascolari 

bordate da elementi PDGFR+ (rho = 0,246; p < 0,001) e tra sottotipo e l’intensità di 

espressione di PDGFR nello stroma (rho = 0,375; p < 0,001). 

Una correlazione negativa è stata evidenziata tra sottotipo ed espressione di PD-L1 nella 

componente neoplastica (rho = -0,452; p < 0,001), avendo riscontrato una maggiore e 

intensa positività nei sottotipi a prognosi migliore. 
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Sono state evidenziate correlazioni positive attese (utilizzate come controllo) tra 

sottogruppo immunofenotipico e grading (rho = 0,697; p < 0,001), dimensioni della 

neoplasia (rho = 233; p < 0,001), presenza di necrosi (rho = 0,514; p < 0,001), indice di 

proliferazione (rho = 0,694; p < 0,001) ed espressione di CK5/6 nelle cellule neoplastiche 

(rho = 0,444; p < 0,001). 

Di particolare rilievo, una correlazione positiva è stata riscontrata tra sottotipo e 

immunoscore (rho = 0,554; p < 0,01) e tra sottotipo e TILs (rho = 0,362; p < 0,01); i valori 

più elevati sono stati riscontrati nel sottotipo triplo-negativo [Grafici 4.18, 4.19, 4.20]. 

 

L’immunoscore correla positivamente con la presenza di necrosi intratumorale 

(rho=0.290; p < 0,001) [Grafico 4.24], con l’entità della vascolarizzazione linfatica dello 

stroma intratumorale (rho = 0,198; p < 0,001) [Grafico 2.25], con l’entità della 

vascolarizzazione complessiva dello stroma peritumorale (rho = 0,346; p < 0,001) 

[Grafico 2.26], con l’entità della vascolarizzazione complessiva dello stroma 

intratumorale (rho = 0,394; p < 0,001) [Grafico 2.27] e con l’intensità di espressione di 

PDGFR nello stroma (rho = 0,288; p < 0,001) [Grafico 2.28]. Una correlazione positiva 

è stata riscontrata inoltre tra il valore dell’immunoscore e la densità di TILs (rho = 0,412; 

p < 0,001) [Grafico 2.29], tra immunoscore e la densità di linfociti PD-1+ a contratto con 

il clone neoplastico (rho = 0,306; p < 0,001) [Grafico 2.30] e tra immunoscore e densità 

di linfociti PD-L1+ intratumorali (rho = 0,259; p < 0,001) [Grafico 2.31]. 
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4.4 Studio dell’espressione del recettore per androgeni nei carcinomi 

triplo-negativi. 

 

Nell’ambito dei carcinomi triplo-negativi è stato interessante lo studio del recettore 

androgenico. L’espressione di AR, pari a circa il 90% e 88% dei casi, rispettivamente, nei 

carcinomi luminali A e B, si riduce al 56% nei carcinomi luminali B HER2+ e nei 

carcinomi HER2+, fino a ridursi ulteriormente al 31% nei carcinomi triplo-negativi 

[Grafici 4.22 e 4.34].  

 

Carcinomi triplo-negativi AR+ 

L’età media delle pazienti era di 70,5 anni (range 24-92 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 1,4 cm (0,7-2,5 cm). 

Il 67% dei carcinomi mostrava un grado G3, il 33% un grado G2 [Grafico 4.35]. 

Nel 13% dei casi è stata osservata la presenza di necrosi tumorale [Grafico 4.36]. 

Nel 20% dei casi era presente invasione vascolare e nel 7% si osservavano metastasi 

linfonodali. 

Nel 7% dei carcinomi Triple-negative AR+ è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 47% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo. Nel 20% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione bi- o 

multifocale. 

La percentuale media di cellule proliferanti valutata con la colorazione 

immunoistochimica per Ki67 era del 28% (range 5-75%) [Grafici 4.37, 4.38]. 

La vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-40), 

risultava lievemente aumentata nel 53%, moderatamente aumentata nel 33% e 

marcatamente aumentata nel 14% dei casi. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 54%, 

moderatamente aumentata nel 33% e marcatamente aumentata nel 13% dei casi. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, mostrava un 

incremento lieve nel 53%, moderato nel 33% e marcato nel 14% dei casi. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale mostrava una densità lieve nel 20%, 

moderato nel 67% e marcato nel 13% dei casi. 
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Nei casi di carcinoma triple-negative AR+ è stata rilevata una immunoreattività stromale 

per PDGFR lieve nel 60%, moderata nel 7% e intensa nel 13% dei casi; nel 20% dei casi 

di carcinoma triplo-negativo AR+ non erano presenti cellule stromali PDGFR. 

Nel 7% dei casi sono stati riscontrati occasionali neovasi bordati da cellule neoplastiche 

lievemente reattive per PDGFR nel 7% dei casi è stata riscontrata una discreta densità 

di neovasi bordati da cellule neoplastiche reattive per PDGFR 

L’immunoscore risultava i0 nel 20%, i1 nel 13%, i2 nel 33%, i3 nel 20% e i4 nel 13% dei 

casi [Grafico 4.39]. 

Nell’80% dei Triple negative AR+ non erano presenti linfociti PD-1+ a contratto con il 

tumore; il 13% dei casi mostrava rari linfociti PD-1+ a contatto con le cellule 

carcinomatose, nel 7% sono stati riscontrate percentuali elevate di linfociti PD-1+. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 7%, livelli intermedi 

nel 7% ed elevati nel 7% dei casi, il restante 79% dei casi non mostrava linfociti PD-L1+. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, questa 

risultava negativa nel 67% dei casi. È stata riscontrata una positività lieve nel 27%, e 

moderata nel 7% [Grafico 4.40]. 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina 

risultavano assenti nel 20% dei casi, erano presenti in bassa percentuale nel 33%, in 

percentuale intermedia nel 33% e in percentuale elevata nel 14% dei casi [Grafico 4.41]. 

Il 13% dei casi mostrava positività per le Citocheratine 5/6 nelle cellule neoplastiche 

[Grafico 4.42]. 

 

 

Carcinomi triplo-negativi AR- 

L’età media delle pazienti era di 55,5 anni (range 28-86 anni). 

Le dimensioni medie del nodulo neoplastico erano di 3,5 cm (0,5-13 cm). 

Il 91% dei carcinomi mostrava un grado G3, il 9% un grado G2 [Grafico 4.35]. 

Nel 55% dei casi è stata osservata la presenza di necrosi tumorale [Grafico 4.36]. 

Nel 27% dei casi era presente invasione vascolare e nel 15% si osservavano metastasi 

linfonodali. 
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Nel 12% dei carcinomi Triple-negative AR- è stata evidenziata la presenza di infiltrazione 

perineurale. Nel 27% coesistevano aree di carcinoma duttale in situ associato al 

carcinoma invasivo. Nel 3% dei casi la neoplasia mostrava distribuzione bi- o multifocale. 

La percentuale media di cellule proliferanti valutata con la colorazione 

immunoistochimica per Ki67 era del 62% (range 12-98%) [Grafici 4.37, 4.38]. 

La vascolarizzazione linfatica peritumorale, valutata con la Podoplanina 1 (D2-40), 

risultava lievemente aumentata nel 56%, moderatamente aumentata nel 31% e 

marcatamente aumentata nel 13% dei casi. 

La vascolarizzazione linfatica intratumorale risultava lievemente aumentata nel 52%, 

moderatamente aumentata nel 33% e marcatamente aumentata nel 15% dei casi. 

La vascolarizzazione complessiva peritumorale, valutata con CD31, si presentava di 

grado lieve nel 45%, moderato nel 36% e marcato nel 18% dei casi. 

La vascolarizzazione complessiva intratumorale si presentava di grado lieve nel 15%, 

moderato nel 42% e marcato nel 42% dei casi. 

Nei casi di carcinoma triple-negative AR- è stata rilevata una immunoreattività stromale 

per PDGFR lieve nel 70%, moderata nel 15% e intensa nel 3% dei casi. 

Nel 9% dei casi sono stati riscontrati occasionali neovasi bordati da cellule neoplastiche 

lievemente reattive per PDGFR nel 6% dei casi è stata riscontrata una discreta densità 

di neovasi bordati da cellule neoplastiche reattive per PDGFR 

L’immunoscore risultava i0 nel 12%, i1 nel 18%, i2 nel 15%, i3 nel 15% e i4 nel 39% dei 

casi [Grafico 4.39]. 

Nel 67% dei Triple negative AR- non erano presenti linfociti PD-1+ a contratto con il 

tumore. Il 24% dei casi mostrava rari linfociti PD-1+ a contatto con le cellule 

carcinomatose, nel 6% e nel 3% sono stati riscontrate rispettivamente percentuali 

intermedie ed elevate di linfociti PD-1+. 

Sono stati osservati bassi livelli di linfociti intratumorali PD-L1+ nel 36%, livelli 

intermedi nel 24% ed elevati nel 9% dei casi, il restante 30% dei casi non mostrava 

linfociti PD-L1+ [Grafico 4.40]. 

Per quanto riguarda l’espressione di PD-L1 nella componente neoplastica, questa 

risultava negativa nell’85% dei casi. È stata riscontrata una positività lieve nel 9%, e 

moderata nel 6%. 



87 
 

I TILs stromali valutati su base morfologica nelle sezioni in ematossilina/eosina 

risultavano assenti nel 9% dei casi, erano presenti in bassa percentuale nel 15%, in 

percentuale intermedia nel 48% e in percentuale elevata nel 27% dei casi [Grafico 4.41]. 

Il 61% dei casi mostrava positività per le Citocheratine 5/6 nelle cellule neoplastiche 

[Grafico 4.42]. 

 

4.4.3 Analisi di correlazione nei carcinomi triplo-negativi in base allo stato di AR 

L’analisi di correlazione ha evidenziato come l’espressione di AR correli negativamente 

con l’indice di proliferazione (rho = -0,596; p < 0,001) [Grafico 4.38]. 

Sono inoltre state evidenziate correlazioni negative tra percentuale di AR e grading (rho 

= -0,314; p < 0,001), dimensioni tumorali (rho = -0,565; p < 0,001), presenza di necrosi 

(rho = -0,427; p < 0,001), espressione di CK5/6 (rho = -0,409; p < 0,001), TILs (rho = -

0,330; p < 0,05), linfociti intratumorali PD-L1+ (rho = -0,439; p < 0,001) e valori di 

immunoscore (rho = -0,241; p < 0,001). È stata evidenziata una correlazione positiva con 

l’età (rho = 0,475; p < 0,001). 

Pertanto nei carcinomi triplo-negativi l’espressione del recettore androgenico 

sembrerebbe essere associata a caratteristiche biologiche di minore aggressività 

 

 

 

 

 

Grafico 4.34 – Espressione del recettore per androgeni nei carcinomi triplo-negativi. 
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Grafico 4.35 – Grado di differenziazione tumorale in relazione alla positività del recettore per androgeni. 

 

 

 

 

Grafico 4.36 – Presenza di necrosi tumorale in relazione alla positività del recettore per androgeni. 
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Grafico 4.37 – Valore medio della percentuale di cellule neoplastiche proliferanti (Ki67+) nei carcinomi 

triplo-negativi in relazione alla positività del recettore per androgeni. 

 

 

 

Grafico 4.38 – Matrice di dispersione dei valori percentuali di cellule neoplastiche proliferanti (Ki67+) nei 

carcinomi triplo-negativi. 
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Grafico 4.39 – Valori di immunoscore nei carcinomi triplo-negativi AR+ e AR-. 

 

 

Grafico 4.40 – Densità di linfociti PDL1+ intratumorali nei carcinomi triplo-negativi AR+ e AR-. 
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Grafico 4.41 – Densità di linfociti infiltranti il tumore stromali determinata morfologicamente nei 

carcinomi triplo-negativi AR+ e AR-. 

 

 

 

Grafico 4.42 – Valori percentuali dei casi CK5/6+ nei carcinomi triplo-negativi AR+ e AR-. 
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5. DISCUSSIONE 

 

Fino a poco tempo fa, la classificazione e la gestione dei carcinomi mammari erano basate 

principalmente sulle caratteristiche clinico-patologiche, incluse le dimensioni del tumore, 

il grado istologico e lo stato dei linfonodi. 

Generalmente la chemioterapia sistemica è stata utilizzata nel trattamento di carcinomi 

mammari di alto grado, indipendentemente dal tipo istologico e dal profilo 

immunofenotipico. 

Oggi, la gestione delle pazienti affette da carcinomi alla mammella è sempre più guidata 

dalle caratteristiche molecolari patobiologiche, tenendo sempre meno in considerazione 

le caratteristiche clinico-patologiche.  

Pazienti con sottotipi immunofenotipici associati ad una buona prognosi, per esempio 

luminal A, possono essere risparmiate dal trattamento chemioterapico; pazienti con 

tumori tipo basal-like, con prognosi peggiore, possono ricevere beneficio da un 

trattamento chemioterapico sistemico, anche se di piccole dimensioni. 

Inoltre, l’identificazione di aberrazioni molecolari distinte in ciascun sottotipo di 

carcinoma mammario potrebbe essere utile come potenziale target terapeutico. È stato 

dimostrato che alcuni carcinomi mammari triple negative (TNBCs) rispondano bene alla 

chemioterapia neoadiuvante, con una sopravvivenza a 5 anni superiore al 90%, mentre 

altri TNBCs, meno sensibili al trattamento sistemico chemioterapico, tendano ad avere 

un esito peggiore, con una sopravvivenza a 5 anni del 30%. 

Le varie classificazioni molecolari dei carcinomi mammari tentano di spiegare le 

variazioni biologiche intrinseche di questi tumori e di stratificarli in gruppi clinicamente 

rilevanti, al di là di quelli legati alle caratteristiche esclusivamente fenotipiche dei 

recettori ormonali (ER e PgR) ed HER2, con l’obiettivo di poter sviluppare e utilizzare 

terapie mirate. 

Recentemente, l’interesse della ricerca nell’ambito della patologia oncologica si è aperto 

quindi a nuovi approcci basati sul concetto che i carcinomi mammari (così come in altri 

organi) non siano costituiti solo ed esclusivamente dal “parenchima neoplastico” ma 

anche e soprattutto dallo stroma associato al tumore. 

Su queste basi, il presente lavoro è stato finalizzato all’approfondimento del contesto 

stromale e immunologico associato ai carcinomi mammari. 
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Lo studio delle caratteristiche dello stroma neoplastico ci ha permesso di individuare 

quattro pattern di reazione stromale più frequenti, che tuttavia non sembrerebbero 

correlati alle caratteristiche morfologiche della neoplasia. In tal senso, maggiore 

chiarezza si potrebbe ottenere con lo studio di caratteristiche più dettagliate dello stroma, 

come ad esempio lo studio dei tipi di collagene o dell’espressione e distribuzione di 

recettori per fattori di crescita. 

Dai dati ottenuti è possibile affermare che sebbene i TNBC non siano caratterizzati da un 

pattern morfologico di reazione stromale specifica, rispetto agli altri gruppi 

immunofenotipici, essi risultano arricchiti in cellule stromali PDGFR+ compatibili con 

CAFs, mostrano una più elevata densità di vascolarizzazione linfatica intra e peritumorale 

e vascolarizzazione globale peritumorale [Figure 5.1 e 5.2]. 

Per quanto riguarda l’immunoscore, il 48% dei TNBC mostra alti valori di immunoscore 

i3 o i4 e nell’ambito dei tumori con alto immunoscore, questi sono caratterizzati da una 

elevata densità di linfociti PD1+ e PDL1 a contatto con il tumore [Figura 5.3]. 

Dallo studio della casistica, costituita da carcinomi duttali invasivi NST, il primo dato 

emerso è rappresentato da una correlazione positiva, statisticamente significativa, tra 

l’immunoscore, determinato dalla densità di linfociti CD3+ e CD8+ presenti nelle due 

aree tumorali più rilevanti (centro-tumorale e periferica), ed il sottogruppo fenotipico 

(Luminal A, Luminal B Ki67-high, Luminal B Her2+, Her2-enriched e Triple negative), 

quest’ultimo inteso come variabile prognostica e predittiva. I valori più elevati di 

immunoscore sono stati riscontrati nei carcinomi triplo-negativi, osservando valori medi 

progressivamente inferiori, rispettivamente nei carcinomi HER2-enriched, luminal B 

Her2+ e luminal B Ki67-high e luminal A 

Tale correlazione è spiegabile, almeno in parte, con una maggiore eterogeneità genetica 

e, quindi, antigenica nelle forme di carcinoma triplo-negative (peraltro scarsamente 

differenziate) rispetto alle forme luminali. 

Una maggiore eterogeneità genetica, legata alla presenza di un substrato mutazionale più 

ampio, giustificherebbe la maggiore attivazione di una risposta immunitaria anti-

tumorale. Tuttavia, è proprio la stimolazione antigenica cronica che porterebbe 

all’attivazione di meccanismi di autoprotezione da parte del sistema immunitario, come 

“l’esaustione” delle cellule T, mediante recettori inibitori, fisiologicamente deputati al 

controllo della risposta immune (immune checkpoint). 
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L’analisi morfologica, suffragata dai test statistici di correlazione, ci ha permesso di 

evidenziare, nei carcinomi triplo-negativi con immunoscore elevato (i3 o i4), la frequente 

presenza di un infiltrato T linfocitario PD-1+ e PD-L1 [Figura 5.3] e questo aiuta a 

spiegare la prognosi spesso infausta associata intrinsecamente a tali forme di carcinoma 

e la scarsa tendenza alla risposta ai trattamenti chemioterapici tradizionali. Affinchè, 

infatti, un trattamento chemioterapico antineoplastico possa avere efficacia, è necessaria 

una adeguata partecipazione del sistema immunitario, che invece sembrerebbe spesso 

esausto nei carcinomi triplo-negativi con abbondante infiltrato linfoide tumore-associato 

ed alta densità di linfociti PD-1+ e PD-L1. 

I risultati del presente lavoro, in linea con gli studi già riportati in letteratura, confermano 

l’utilità di terapie mirate contro l’asse del checkpoint immunologico PD1/PDL1 basate 

sull’utilizzo di anticorpi monoclonali in associazione ai regimi chemioterapici 

tradizionali. 

Inoltre, riteniamo ipotizzabile l’applicabilità della valutazione dell’immunoscore nella 

pratica clinica come strumento predittivo di risposta al trattamento immunoterapico, 

essendo direttamente correlato alla presenza di elevati livelli di cellule PD-L1+ e PD-1+. 

La valutazione dell’immunoscore, basato sull’esecuzione di due colorazioni 

immunoistochimiche, CD3 e CD8, largamente diffuse nei laboratori di Anatomia 

Patologica, potrebbe consentire di ottenere preziose informazioni predittive a basso costo. 

Dall’analisi dei casi studiati, il gruppo immunofenotipico e la densità dell’infiltrato 

linfoide, espressa in termini di immunoscore, sembrerebbero correlare positivamente, 

altresì, con la presenza di canali vascolari bordati da cellule atipiche CD31+, PDGFR+ 

e PanCK+, morfologicamente riferibili a fenomeni di mimetismo vascolare [Figura 5.3]. 

Tale fenomeno, descritto per la prima volta circa venti anni fa nel melanoma, è legato al 

processo di transizione epitelio-mesenchimale, ormai ampiamente dimostrato anche nei 

carcinomi della mammella e in particolare nei triplo-negativi, appartenenti ai sottogruppi 

molecolari Mesenchymal stem-like e mesenchimale, ad ulteriore conferma della notevole 

eterogeneità genetica che caratterizza tali forme323. 

La presenza di più elevati livelli stromali di PDGFR espresso da cellule a morfologia 

fusata compatbili con CAFs, riscontrata nel 19% dei carcinomi triplo-negativi della 

casistica in studio, è indicativa di una maggiore partecipazione da parte dello stroma 

neoplastico rispetto alle altre forme immunofenotipiche. Tale dato conferma quanto già 
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riportato da alcuni Autori circa il significato di fattore prognostico sfavorevole; elevati 

livelli stromali di PDGFR sembrerebbero inoltre associati a una minore risposta l 

trattamento con tamoxifene nelle forme ormono-positive324,325. La presenza di cellule 

stromali PDGFR+ potrebbe, peraltro, aprire la strada ad ulteriori possibilità 

terapeutiche, basate sull’impiego di inibitori dei recettori ad attività tirosin-chinasica,. 

Studi sperimentali su modelli animali di carcinoma del colon-retto hanno evidenziato che 

l’inibizione dell’attività dei recettori per PDGF (es. imatinib, sunitinib), espressi nei 

fibroblasti associati al tumore, determina una riduzione della crescita neoplastica, 

potenziando l’efficacia dei chemioterapici anti-neoplastici tradizionali132 

I più elevati livelli di vascolarizzazione intra- e peritumorale riscontrati nel gruppo di 

carcinomi triplo-negativi potrebbero rappresentare il razionale per il trattamento con 

farmaci ad azione antiangiogenetica. Un approccio terapeutico anti-angiogenetico era già 

stato adottato nella terapia del carcinoma mammario; nel 2008 era infatti stata approvata 

dalla FDA la terapia con Bevacizumab, anticorpo monoclonale antiVEGFR, poi 

abbandonato nel 2011 a causa di dati scientifici discordanti4. 

Di particolare interesse, è, infine, la presenza di un subset di carcinomi triplo-negativi 

caratterizzati dall’espressione del recettore androgenico. Il dato ottenuto, anch’esso in 

linea con quanto già noto in letteratura scientifica, sembrerebbe avere un significato 

prognostico e, inoltre, aprirebbe a nuove possibilità terapeutiche basate sull’impiego di 

farmaci ad azione anti-androgenica326-332. La positività del recettore androgenico, nella 

casistica in studio, non era legata alla presenza di istotipi speciali a differenziazione 

apocrina, essendo le forme speciali state escluse dalla selezione dei casi; solo un caso 

mostrava focali aspetti di differenziazione apocrina. 

Il sottogruppo di carcinomi triplo-negativi con positività del recettore androgenico si 

caratterizza per aspetti biologici intrinseci di minore aggressività (necrosi, dimensioni, 

basso indice di proliferazione, bassa percentuali di TILs, bassi valori di immunoscore, 

basse percentuali di linfociti PDL1+). In particolare, la percentuale di positività per il 

recettore androgenico risulta inversamente correlata all’indice di proliferazione cellulare 

[Figura 5.4]. Tali aspetti come riportato dalla letteratura, potrebbero essere responsabili 

di una minore risposta alla chemioterapia basata sul blocco della proliferazione cellulare 

e minore efficacia della immunoterapia. Per tali ragioni, la presenza del recettore 

androgenico nei carcinomi triplo-negativi rappresenterebbe da un lato un fattore 
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prognostico positivo, poiché legato a caratteristiche biologiche di minore aggressività, 

dall’altro un fattore predittivo negativo di risposta alla chemioterapia e all’immunoterapia 

per i motivi sopraesposti. 

Queste pazienti potrebbero, pertanto, giovarsi di terapie mirate con farmaci ad azione 

antiandrogenetica, come sostenuto da alcuni gruppi di ricerca. A tal proposito, sono 

attualmente in corso trial clinici basati proprio sulla somministrazione di farmaci quali 

bicalutamide ed enzalutamide, farmaci ad azione antagonista sul recettore androgenico e 

già utilizzati nel trattamento del carcinoma prostatico, attualmente giunti in fase 2 con 

risultati promettenti, con un rate di risposta, in termini di beneficio clinico e di intervallo 

libero da progressione, del 19% e del 33% rispettivamente317. Sussistono però ancora 

alcuni aspetti da chiarire nell’ambito del significato biologico del recettore androgenico 

nella mammella. Infatti, il suo ruolo bivalente, come soppressore e induttore della 

progressione tumorale, tiene aperte molteplici possibilità terapeutiche basate sull’utilizzo 

di farmaci agonisti e antagonisti9. 

Il presente lavoro, lungi dal voler ottenere risultati di assoluta certezza, anche a causa 

dell’assenza di informazioni sull’outcome delle pazienti, ha avuto come scopo quello di 

dimostrare quanto complessa sia la biologia delle neoplasie mammarie e che l’approccio 

allo studio delle stesse debba essere di tipo globale, considerando anche ciò che 

apparentemente non sia direttamente legato alla componente neoplastica primaria. 

Solo in questo modo, a nostro avviso, si potranno ottenere informazioni prognostiche e 

predittive maggiormente precise, al fine attuare approcci terapeutici sempre più mirati, 

personalizzati e, quindi, più efficaci. 
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Figura 5.1 – Carcinoma duttale invasivo NST G3, triplo-negativo. Aree valutate nella determinazione 

dell’immunoscore secondo il metodo proposto da Galon et al nei carcinomi del colon-retto. A-B: 

Colorazione immunoistochimica per CD3 e valutazione delle cellule positive nelle aree centro-tumorali (A) 

e periferiche (B). C-D: Colorazione per CD8 per la valutazione delle cellule positive nelle are centro-

tumorali e periferiche. In questo campione è stato ottenuto un immunoscore i4. 
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Figura 5.2 – Stesso caso della figura 5.1. A: La colorazione immunoistochimica per D2-40 evidenzia una 

moderata densità vasi linfatici nello stroma peritumorale. B: La colorazione immunoistochimica per D2-40 

evidenzia una moderata densità vasi linfatici nello stroma intratumorale. C: La colorazione 

immunoistochimica per CD31 evidenzia una elevata vascolarizzazione complessiva dello stroma 

intratumorale. D: La colorazione immunoistochimica per PDGFR+ evidenzia numerose cellule stromali 

a morfologia fusata compatibili con CAFs. 
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Figura 5.3 – Stesso caso delle figure 5.1 e 5.2. A: La colorazione immunoistochimica per PD-1 evidenzia 

una alta densità di linfociti PD-1+. B: Morfologicamente le cellule neoplastiche sono caratterizzata da 

elevato pleomorfismo cito-nucleare, pattern di crescita solido, elevata attività mitotica con presenza di 

figure mitotiche atipiche, tri- e tetrapolari; lo stroma risulta scarsamente rappresentato e costituito da rari 

ed esili tralci fibro-vascolari. Si evidenzia nella figura B la presenza di lacune vascolari, bordate da cellule 

atipiche e pleomorfe, che all’immunoistochimica risultano CD31+ (C), PDGFR+ (D) e PanCK+, riferibili 

a fenomeni di mimetismo vascolare. 
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Figura 5.4 – In Alto – A: Carcinoma duttale infiltrante NST G2, triplo-negativo AR-positivo – B: Diffusa 

e intensa positività nucleare nel 98% delle cellule neoplastiche alla colorazione immunoistochimica per il 

recettore per androgeni. C: La colorazione immunoistochimica per Ki67 ha evidenziato un indice di 

proliferazione cellulare del 25% circa. 

In Basso – D: Carcinoma duttale infiltrante NST G2, triplo-negativo AR-negativo – E: Assenza di 

espressione del recettore androgenico nelle cellule neoplastiche. F: La colorazione immunoistochimica per 

Ki67 ha evidenziato un indice di proliferazione cellulare del 90% circa. 
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