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1. ABSTRACT  

 

Background: The incidence of breast cancer (BC) brain metastases (BM) is 

increasing as a result of both improved diagnostic techniques and longer 

survival due to better treatment approaches in patients with advanced breast 

cancer. Breast cancer is a biologically heterogenous disease and relevant 

differences have been described in gene expression between primary tumor 

and metastasis as well as between different organ-specific metastasis. 

Considering the potential clinical implications, a better understanding of 

breast cancer brain metastasis biology is needed.  

Here we evaluate the transcriptomic profile of BCBMs and assess its 

prognostic implications in a multicentric cohort of patients with surgically 

removed BCBMs. 

 

Methods: Clinical data and BM samples from BC patients undergoing 

neurosurgery (2003-2019) at three institutions were collected. Hormone 

receptor (HR) and HER2 status were evaluated on the BCBM. RNA was 

extracted from the BM samples and used to measure the expression of 758 

BC–related genes and 18 housekeeping genes using the Breast Cancer 360 

Panel on an nCounter platform (NanoString Technologies). Intrinsic 

molecular subtyping was determined using the previously reported PAM50 

subtype predictor (Parker et al. JCO 2009). Overall survival from 

neurosurgery (OS) was calculated using the Kaplan-Meier method. The 

correlations between expression of each gene/PAM50 signature, BC subtype 

and OS were studied using univariate and multivariate Cox-models. 

 

Results: Sixty-five BCBM samples were analyzed: 32% (N=21) were 

HR+/HER2-, 38% (N=25) HER2+ and 29% (N=19) HR-/HER2-. At a 

median follow-up of 32.5 months, no clinical variable was significantly 

associated with OS, despite a trend towards a shorter survival for patients 

diagnosed with HR-/HER2- BMs as compared to patients diagnosed with 

HR+/HER2- and HER2+ BM was observed (median OS 9.4 versus 22.1 and 

20.0 months, respectively, log-rank p=0.43). 

Intrinsic subtype distribution, as assessed by gene-expression profiling using 
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the PAM50 algorithm, was 46% HER2-enriched, 37% Basal-like, 15% 

Luminal B and 2% Normal-like. Non-luminal subtypes were extensively 

represented, both overall and in each BC subtype: 28% HER2-enriched and 

24% basal-like in HR+/HER2- subgroup, 84% HER2-enriched and 12% 

basal-like in HER2+ subgroup, 84% basal-like and 16% HER2-enriched in 

HR-/HER2- subgroup. 

The PAM50 basal-like signature was significantly associated with a worse 

OS from neurosurgery (HR 2.7, 95% CI 1.0-7.2, p=0.045), even after 

correcting for BC subtype (HR 5.2, 95% CI 1.1-23.4, p=0.032). In fact, even 

within the subgroup of HR+/HER2- BCBMs, the PAM50 basal-like signature 

was strongly associated with a worse OS (HR 92.6, 95% CI 5.0-

1860.1, p=0.003) and patients with basal-like HR+/HER2- BCBMs presented 

a median OS similar to patients with HR-/HER2- BCBMs (mOS 9.0 vs 9.4 

months). 

 

Conclusions: Non-luminal intrinsic subtypes are highly prevalent in resected 

BCBMs. Our data suggest that basal-like genomic features might be enriched 

in BCBMs and might be associated with worse survival. 
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ABSTRACT  

 

Razionale: Grazie al miglioramento delle tecniche diagnostiche e della 

disponibilità di strategie terapeutiche efficaci con conseguente aumento della 

sopravvivenza delle pazienti con malattia in stadio avanzato, il numero di 

pazienti con metastasi cerebrali da carcinoma mammario è in aumento. Il 

carcinoma mammario è una neoplasia biologicamente eterogenea e 

significative differenze nei pattern di espressione genica sono state descritte 

sia tra tumore primitivo e metastasi, sia tra diverse sedi metastatiche. Tenuto 

anche conto delle possibili implicazioni cliniche, è necessaria l’acquisizione 

di maggiori conoscenze relative alla biologia delle metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario.  

Il presente studio ha l’obiettivo di analizzare il profilo trascrittomico di 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario e di valutare il relativo impatto 

prognostico in una coorte multicentrica di pazienti con carcinoma mammario 

con metastasi cerebrali asportate chirurgicamente. 

 

Materiali e metodi: Sono stati raccolti i dati clinici e i campioni istologici di 

65 metastasi cerebrali di pazienti sottoposti ad intervento neurochirurgico in 

tre Istituti tra il 2003 e il 2019. Sul campione istologico della metastasi 

cerebrale è stato valutato lo stato dei recettori ormonali (HR) e di HER2 

mediante un’analisi immunoistochimica. Sull’RNA estratto dai campioni è 

stata valutata l’espressione di 758 geni relati al carcinoma mammario e 18 

geni housekeeping utilizzando il pannello Breast Cancer 360 su una 

piattaforma nCounter (NanoString Technologies). La determinazione del 

sottotipo molecolare intrinseco è stata effettuata su ciascun campione tissutale 

secondo l’algoritmo PAM50 come già precedentemente riportato in 

letteratura (Parker et al. JCO 2009). La sopravvivenza globale dall’intervento 

neurochirurgico è stata calcolata utilizzando il metodo di Kaplan-Meier. La 

correlazione tra l’espressione dei singoli geni, sottotipo intrinseco secondo 

PAM50 e relative signatures genomiche, sottotipo clinico di carcinoma 

mammario e sopravvivenza globale è stata indagata attraverso un modello di 

Cox univariato e multivariato. 
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Risultati: Sono stati analizzati 65 campioni di metastasi cerebrali di 

carcinoma mammario così distribuiti: il 32% (N=21) era HR+/HER2-, il 38% 

(N=25) era HER2+ e il 29% (N=19) HR-/HER2-. Ad un follow up mediano 

di 32.5 mesi, non sono state identificate variabili cliniche significativamente 

associate alla sopravvivenza globale, seppure questa sia risultata 

numericamente minore nel sottogruppo di pazienti con metastasi cerebrali 

HR-/HER2- rispetto ai sottogruppi HR+/HER2- ed HER2+ (sopravvivenza 

mediana di 9.4 mesi vs 22.1 mesi e 20.0 mesi rispettivamente, log-rank 

p=0.43).  

La distribuzione dei differenti sottotipi intrinseci era la seguente: 46% HER2-

enriched, 37% basal-like, 15% luminal B e 2% normal-like. I sottotipi non-

luminali (HER2-enriched e basal-like) si sono quindi confermati essere 

fortemente prevalenti sia nella popolazione globale che all’interno di ciascun 

sottotipo clinico: 28% HER2-enriched e 24% basal-like in metastasi 

HR+/HER2-, 84% HER2-enriched e 12% basal-like in metastasi HER2+, 

84% basal-like e 16% HER2-enriched in metastasi HR-/HER2-.  

La signature genomica basal-like dell’algoritmo PAM50 è risultata essere 

significativamente associata ad una minore sopravvivenza globale, sia 

all’analisi univariata (HR 2.7, 95% CI 1.0-7.2, p=0.045), che dopo correzione 

per il sottotipo clinico di carcinoma mammario (HR 5.2, 95% CI 1.1-23.4, 

p=0.032). In particolar modo, all’interno del sottogruppo di pazienti con 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario HR+/HER2- la signature 

genomica basal-like è risultata essere fortemente associata ad una peggior 

prognosi (HR 92.6, 95% CI 5.0-1860.1, p=0.003) e pazienti con metastasi 

cerebrali da carcinoma mammario HR+/HER2- con sottotipo PAM50 basal-

like presentavano una sopravvivenza mediana simile a quella di pazienti con 

metastasi cerebrali HR-/HER2- (mOS 9.0 vs 9.4 mesi). 

 

Conclusioni: Questo studio ha evidenziato una netta prevalenza di sottotipi 

intrinseci non-luminali (HER2-enriched e basal-like) nelle metastasi cerebrali 

da carcinoma mammario resecate. Questi dati suggeriscono come le metastasi 

cerebrali da carcinoma mammario potrebbero essere arricchite per 

caratteristiche genomiche di non-luminalità e come la signature genomica 

basal-like si potrebbe associare ad una peggior prognosi.   
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2. INTRODUZIONE 

 

1.1 - Carcinoma mammario 

 

1.1.1 – Epidemiologia 

 

Il carcinoma mammario rappresenta la neoplasia maligna più frequentemente 

diagnosticata nel sesso femminile a livello mondiale, con 2.26 milioni di 

nuovi casi nel 2020, e rappresenta a livello globale la prima causa di morte 

per neoplasia maligna nel sesso femminile.(1) Tuttavia, la mortalità per 

carcinoma mammario ha presentato un trend in progressivo calo nelle ultime 

decadi, principalmente grazie a diagnosi più precoci ed a miglioramenti 

terapeutici.(2) Nonostante l’incidenza del carcinoma mammario sia maggiore 

nei Paesi industrializzati, stiamo assistendo nel corso degli ultimi decenni ad 

un progressivo aumento dei casi di carcinomi mammari diagnosticati nei 

Paesi a basso reddito.(1)  

Il tasso di sopravvivenza è correlato all’organizzazione dei servizi sanitari, 

pertanto, esso varia tra le diverse aree geografiche, risultando superiore 

all’80% nei Paesi sviluppati e inferiore al 50% se si considerano stati meno 

sviluppati dal punto di vista sanitario.(1) Il trend di incidenza della patologia 

è in lenta ma progressiva crescita a livello mondiale: si prevede entro il 2040 

un aumento del 47% dei casi rispetto al 2020.(3) 

In Italia, il carcinoma della mammella si conferma la prima neoplasia maligna 

per incidenza nel sesso femminile, con una stima di circa 55.000 nuove 

diagnosi nel 2020. Il tasso di sopravvivenza a 5 anni si mantiene 

fortunatamente molto elevato, attorno all’88%; questo sia grazie allo 

screening mammografico che permette la diagnosi della malattia in fasi più 

precoci, sia grazie alle sempre più numerose ed efficaci strategie terapeutiche 

a disposizione.(4) 
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1.1.2 – Fattori di rischio 

 

Il carcinoma mammario è una patologia multifattoriale, la cui comparsa è 

determinata dall’interazione tra diversi fattori di rischio. Tra questi, il sesso 

femminile e l’età avanzata sono i più rilevanti: in circa la metà dei casi non 

sono, infatti, riconoscibili ulteriori condizioni di rischio. Gli altri fattori 

predisponenti ad oggi riconosciuti contribuiscono invece solo in minima parte 

all’aumento del rischio individuale. Questi sono in parte correlati allo stile di 

vita, come l’obesità, il consumo di alcol, il tabagismo, la sedentarietà e una 

dieta poco equilibrata, in particolare ad alto contenuto di grassi; in parte sono 

legati alla stimolazione ormonale della ghiandola mammaria, come il 

menarca precoce, la menopausa tardiva e l’utilizzo prolungato di terapia 

ormonale sostitutiva post-menopausa.(3) Sebbene in circa un quarto dei casi 

si riscontri un’anamnesi familiare positiva, solo il 5-7% dei carcinomi 

mammari insorge all’interno di conclamate sindromi eredofamiliari, tra cui le 

più comuni sono le mutazioni a carico dei geni BRCA1 e BRCA2, 

responsabili del 20-25% delle forme ereditarie di carcinoma mammario.(5)  

 

1.1.3 - Classificazione clinica dei carcinomi mammari e implicazioni 

 

Il carcinoma mammario è caratterizzato da un’importante eterogeneità 

biologica che si riflette nelle diverse caratteristiche clinico-patologiche che 

permettono di stimare la prognosi e guidare la scelta del trattamento.  

La classificazione clinica del carcinoma mammario si basa sulla valutazione 

dell’espressione, da parte delle cellule neoplastiche, del recettore per 

estrogeno (ER), recettore per progesterone (PgR) e del recettore HER2.(6) La 

positività per i recettori ormonali, presente in circa il 70% dei casi, è indagata 

mediante immunoistochimica (IHC). Il carcinoma mammario è considerato 

positivo per i recettori ormonali (HR+) quando almeno l’1% delle cellule 

neoplastiche esprime ER e/o PgR(7). Tuttavia, è stata recentemente distinta 

una nuova categoria, corrispondente ai carcinomi ER-low. Questi si 

caratterizzano per l’espressione di ER in non più del 10% delle cellule 

tumorali e per un incerto beneficio dalla terapia ormonale.(8) La positività per 

recettori ormonali è un importante fattore prognostico, associandosi ad una 
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minore aggressività della patologia, e un fattore predittivo di risposta alla 

terapia ormonale(9), sia nel setting precoce che nel setting avanzato. 

L’efficacia dell’ormonoterapia è correlata al livello di espressione dei 

recettori ormonali: tipicamente carcinomi mammari ER+/PgR+ si 

caratterizzano per una miglior prognosi rispetto a neoplasie  ER+/PgR-.(10)  

La terapia ormonale si avvale di diverse categorie di farmaci utilizzati in 

monoterapia o, talvolta, in associazione. Nel setting adiuvante, 

l’ormonoterapia è in grado di ridurre il rischio di recidiva e di morte. Per la 

paziente in età premenopausale, sono disponibili diverse opzioni terapeutiche 

(tamoxifene +/- soppressione ovarica oppure soppressione ovarica + inibitore 

dell’aromatasi) e la scelta dipende dal profilo di rischio individuale, valutato 

in relazione alle caratteristiche tumorali (dimensione del tumore primitivo, 

entità del coinvolgimento linfonodale, grado istologico, livello di espressione 

di ER/PgR, indice di proliferazione) e dell’età della paziente; per la paziente 

in postmenopausa, è generalmente raccomandato l’utilizzo degli inibitori 

dell’aromatasi (letrozolo, anastrozolo o exemestane), mentre tamoxifene è 

riservato a condizioni a basso rischio.  

Anche nel setting metastatico, per i carcinomi HR+, la terapia ormonale 

dovrebbe essere utilizzata finché la malattia può essere considerata 

endocrino-responsiva. In assenza di crisi viscerale o di importante 

compromissione funzionale d’organo, la terapia ormonale in associazione ad 

un inibitore delle chinasi ciclina-dipendente (CDK) 4/6 rappresenta la prima 

opzione di trattamento(11). Per le linee successive, possibili opzioni di 

trattamento sono: i down-regolatori dei recettori estrogenici (SERD) come il 

Fulvestrant, l’associazione di Everolimus (inibitore di mTOR) con un 

inibitore dell’aromatasi non steroideo, terapie target in presenza di specifiche 

alterazioni genetiche (es. Alpelisib nei carcinomi con mutazione di PIK3-CA, 

riconosciuto meccanismo di resistenza alla terapia ormonale, e PARP-

inibitori in pazienti con mutazione germinale di BRCA).(12) Esaurita la 

responsività endocrina della neoplasia, anche pazienti con carcinoma 

mammario HR+/HER2- metastatico sono candidati a linee successive di 

chemioterapia.  
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HER2/neu è un recettore transmembrana con attività tirosin-chinasica che si 

compone di un dominio extracellulare deputato al binding del ligando, un 

dominio transmembrana e un dominio intracellulare responsabile 

dell’attivazione di specifiche vie di signaling intracellulari, coinvolte nella 

regolazione della sopravvivenza e della proliferazione cellulare.(13)  

Anche l’espressione di HER2 viene indagata mediante IHC. Lo score 0 

corrisponde all’assenza di colorazione nelle cellule esaminate o 

all’incompleta e lieve colorazione di membrana in 10% delle cellule 

tumorali, mentre lo score 1+ corrisponde all’incompleta e lieve colorazione 

di membrana in >10% delle cellule tumorali: le neoplasie con score 0-1+ sono 

considerate HER2 negative. Lo score 2+ si caratterizza per una colorazione 

di membrana completa, di intensità debole/moderata, presente in >10% delle 

cellule neoplastiche; tale score è considerato equivoco e meritevole quindi di 

approfondimento mediante la ricerca dell’amplificazione del gene ERBB2 

tramite ibridazione in situ (ISH) che, se presente, definirà il carcinoma HER2 

positivo.(11) Infine, lo score 3+ corrisponde ad una colorazione 

circonferenziale di membrana completa e di elevata intensità in >10% delle 

cellule tumorali ed è considerato positivo.(11)  Si definiscono HER2-low i 

carcinomi che presentano score IHC 1 + o 2+ in assenza di amplificazione 

indagata mediante ISH: alcuni nuovi agenti anti-HER2 come il Trastuzumab 

deruxtecan (T-DXd) si sono mostrati efficaci anche nel trattamento dei tumori 

HER2-low(14), oltre che dei carcinomi mammari HER2+ e questo è 

responsabile del crescente interesse nei confronti di tale categoria.(15) 

L’iperespressione/amplificazione di HER2 è presente in circa il 20% dei 

carcinomi mammari ed è un riconosciuto fattore prognostico negativo in 

quanto si associa ad una malattia generalmente più aggressiva, spesso 

diagnosticata in stadio più avanzato  e associata ad un maggiore rischio di 

metastatizzazione a livello viscerale e cerebrale. La positività per HER2 è 

anche un fattore predittivo di risposta alle terapie anti-HER2: negli ultimi 

anni, lo sviluppo di nuove ed efficaci strategie terapeutiche ha determinato un 

miglioramento prognostico nel sottogruppo di pazienti con carcinomi 

mammari HER2+.(16) Nell’ambito delle terapie anti-HER2 rientrano: 

l’anticorpo monoclonale Trastuzumab, utilizzato in monoterapia nel setting 

(neo)adiuvante e in associazione a Pertuzumab (doppio blocco anti-HER2) 
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nel trattamento adiuvante di pazienti ad elevato rischio di recidiva nonchè 

nella terapia di prima linea della malattia inoperabile/metastatica; nelle linee 

successive, ci si avvale dei coniugati anticorpo-farmaco Trastuzumab 

emtansine (T-DM1) e T-DXd e di terapie di associazione tra chemioterapia e 

inibitori delle tirosin-chinasi (TKI), come Lapatinib e Tucatinib.(11) 

I carcinomi triplo negativi (TN, 10-15% dei carcinomi mammari), infine, 

sono caratterizzati dalla mancata espressione dei recettori ormonali e di 

HER2 e, pertanto, non sono candidabili né a trattamento endocrino né a 

terapie anti-HER2. Per queste neoplasie, il principale trattamento ad oggi 

disponibile resta una sequenza di trattamenti chemioterapici, sebbene negli 

ultimi anni si siano individuate anche nuove opzioni terapeutiche. Infatti, un 

anticorpo farmaco coniugato anti-Trop2, Sacituzumab govitecan, è stato da 

poco approvato e rimborsato in pazienti con carcinoma mammario triplo-

negativo metastatico/non resecabile pretrattato (2 linee precedenti). Inoltre, 

alcuni sottogruppi di pazienti con carcinoma mammario triplo negativo 

metastatico possono beneficiare di inibitori dei checkpoint immunitari 

(Atezolizumab in associazione a Nab-Paclitaxel per tumori con espressione 

di PD-L1 1%) o di inibitori di PARP (nei pazienti con mutazioni germinali 

patogenetiche di BRCA1/BRCA2).(17) La combinazione di Pembrolizumab e 

chemioterapia è anche utilizzata nel setting precoce per il trattamento di 

pazienti con carcinoma mammario triplo-negativo ad alto rischio, mentre 

pazienti portatori di mutazioni BRCA1/2 ed ad alto rischio di recidiva 

possono anche essere candidati a trattamento adiuvante con olaparib (un 

PARP inibitore).  

 

1.1.4 - Sottotipi molecolari intrinseci e significato clinico 

 

L’analisi del profilo di espressione genica dei carcinomi mammari ha 

permesso l’individuazione di  quattro sottotipi molecolari intrinseci distinti: 

Luminal A, Luminal B, HER2-enriched e basal-like.(18) Un quinto sottotipo, 

il normal-like, dal significato clinico ancora indeterminato, identificato 

dall’alta espressione di marcatori di cellule epiteliali basali e adipociti, in 

assenza di marcatori tipici delle cellule epiteliali luminali (19), è ritenuto da 
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alcuni ricercatori un artefatto da  contaminazione del campione tumorale con 

tessuto mammario sano.(20)  

Il sottotipo molecolare intrinseco, inizialmente identificato mediante lo studio 

dell’espressione di un elevato numero di geni, può essere identificato 

attraverso la valutazione di 50 geni mediante l’algoritmo PAM50 (Prediction 

Analysis of Microarray). Questi 50 geni sono stati selezionati da un campione 

più esteso, inizialmente composto da 161 geni, valutati utilizzando tecniche 

di qReal Time-PCR su 279 campioni istologici di carcinoma mammario. Il 

sottotipo intrinseco definito da PAM50 si è dimostrato essere un indicatore 

prognostico più efficace delle variabili cliniche note quali dimensioni del 

tumore primario, grado istologico e stato dei recettori ormonali: il miglior 

modello prognostico si compone quindi del sottotipo intrinseco in aggiunta ai 

parametri già considerati, quali stadiazione patologica laddove disponibile o, 

nel setting neoadiuvante, stadio clinico, grado istologico e stato dei recettori 

ormonali e di HER2.(20) 

I sottotipi molecolari individuati si sovrappongano parzialmente a quelli 

definiti dalla classificazione clinica mediante IHC e FISH, con un tasso di 

discordanza tra le due classificazioni di circa il 33%.(21) 

Il sottotipo Luminal A si caratterizza per una marcata espressione dei geni 

correlati al pathway dei recettori estrogenici e una bassa espressione di geni 

correlati alla proliferazione cellulare. Rispetto al sottotipo Luminal B, 

presenta più spesso mutazioni dei geni PIK3CA e MAP3K1 e un ridotto tasso 

di mutazioni di TP53.(22) È associato ad una buona prognosi, con scarsa 

tendenza a metastatizzare a livello viscerale e cerebrale (la più frequente sede 

di metastatizzazione a distanza è rappresentata dall’osso).  

Il sottotipo Luminal B, rispetto al Luminal A, si caratterizza sempre per una 

marcata espressione dei geni correlati al pathway dei recettori estrogenici a 

cui si associa tuttavia una maggior espressione di geni correlati alla 

proliferazione, inclusi CCNB1, MKI67 e MYBL2. Queste neoplasie possono, 

più frequentemente delle neoplasie Luminal A, sovraesprimere HER2.(23) 

Complessivamente hanno un fenotipo più aggressivo e prognosi peggiore 

rispetto al sottotipo Luminal A. 
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Il sottotipo HER2-enriched (12-20%) è caratterizzato da una marcata 

espressione di HER2, dei geni correlati con il pathway di HER2 e di 

proliferazione cellulare, mentre presenta una più bassa espressione delle 

pathways legate ai recettori ormonali;(24) presenta, inoltre, il maggior numero 

di mutazioni genomiche, in particolare a carico di TP53 e PIK3CA. 

Il sottotipo basal-like (15-20%) è caratterizzato da un’elevata espressione di 

geni proliferativi e di citocheratine normalmente espresse da cellule epiteliali 

basali, quali citocheratine 5, 14 e 17.(25) 

I sottotipi HER2-enriched e basal-like sono quelli più frequentemente 

associati a metastasi cerebrali e viscerali e presentano una prognosi peggiore 

rispetto ai sottotipi luminali.(26) 

 

 

1.2 - Metastasi cerebrali 

 

1.2.1 – Incidenza e valutazione prognostica 

 

Il carcinoma mammario è, dopo il carcinoma polmonare, il secondo tumore 

solido che più comunemente dà origine a metastasi cerebrali (27): si stima 

infatti che circa il 30% delle pazienti affette da carcinoma mammario 

metastatico svilupperà secondarismi a livello del sistema nervoso centrale 

(SNC) nel corso della malattia.(28) Generalmente, esse rappresentano un 

evento tardivo nella storia clinica dei pazienti.(29) 

I fattori di rischio riconosciuti per la comparsa di metastasi cerebrali in 

pazienti con carcinoma mammario sono: età alla diagnosi <40 anni, assenza 

di espressione dei recettori ormonali, sottotipo triplo-negativo o HER2+, 

elevato grading istologico e breve intervallo libero da malattia tra la diagnosi 

del tumore primitivo e la diffusione metastatica.(30) 

Esistono significative differenze in termini di incidenza, cinetica e prognosi  

delle metastasi cerebrali a seconda del sottotipo di carcinoma mammario: le 

metastasi cerebrali si verificano nel 35-50% dei pazienti con carcinoma 
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mammario metastatico HER2+, in circa il 30-40% dei pazienti con carcinoma 

mammario triplo-negativo metastatico, mentre sono presenti in una 

percentuale significativamente minore di pazienti  con carcinoma mammario 

metastatico HR+/HER2- (fino ad un massimo di 15-20% a seconda delle 

casistiche)(29). Inoltre, l’assenza di espressione dei recettori ormonali si 

associa ad un ridotto intervallo tra prima diagnosi di carcinoma mammario e 

prima comparsa di metastasi cerebrali.(31)  

Un’importante differenza tra il carcinoma mammario HER2+ ed il carcinoma 

mammario triplo-negativo riguarda il controllo della malattia extracranica al 

momento della diagnosi di metastasi cerebrali: generalmente, nei pazienti con 

carcinoma mammario triplo-negativo le metastasi cerebrali si sviluppano 

contestualmente ad una progressione di malattia anche in altre sedi 

metastatiche extracraniche, mentre nei pazienti con carcinoma mammario 

HER2+ si osservano spesso metastasi cerebrali in presenza di un controllo 

extracranico di malattia.(30) Alcuni studi hanno riportato come, nei pazienti 

con carcinoma mammario  HER2+, l’incidenza di metastasi cerebrali sembri 

aumentare nelle pazienti trattate con trastuzumab nel setting adiuvante o 

metastatico: ciò potrebbe essere correlato ad un miglior controllo sistemico 

di malattia ottenuto con Trastuzumab che non è in grado, tuttavia, di 

intervenire efficacemente sulla malattia micrometastatica a livello cerebrale, 

dove la presenza della barriera emato-encefalica (BEE) limita la diffusione 

del farmaco.(29)  

La comparsa di metastasi cerebrali nel corso della malattia determina, ancora 

oggi, un drastico peggioramento della prognosi, rispetto ai pazienti che non 

presentano coinvolgimento cerebrale noto.(32) Nella casistica real-world 

francesce ESME,  le pazienti con metastasi cerebrali da carcinoma mammario 

HR+/HER2+ raggiungono sopravvivenze mediane significativamente più 

lunghe (circa 19 mesi), mentre le pazienti con metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario HR-/HER2- rappresentano il sottogruppo di pazienti a 

prognosi peggiore, con una mediana di sopravvivenza di 4.4 mesi.(29)  

Sono stati identificati diversi fattori che permettono di identificare 

sottogruppi di pazienti con metastasi cerebrali da carcinoma mammario a 

diversa prognosi: il sottotipo biologico del carcinoma mammario, il 
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performance status secondo la scala di Karnofsky (KPS), il numero di 

metastasi cerebrali, il controllo della malattia extracranica, la presenza di 

metastasi meningee.(32) 

I fattori prognostici possono essere tra loro combinati in score prognostici, tra 

cui i più utilizzati sono RPA (Recursive Partitioning Analysis) e Breast-GPA 

(Graded Prognostic Assessment), poi evolutosi in Modified Breast-GPA 

(MB-GPA).(33) Rispetto al Breast-GPA che considera età, KPS e sottotipo 

biologico del carcinoma mammario, nella versione modificata si tiene conto 

anche del numero di metastasi cerebrali. Tutti i fattori considerati nel MB-

GPA sono associati alla sopravvivenza globale(34), motivo per il quale 

rappresenta uno strumento molto utile sia per stratificare il rischio del 

paziente, sia per supportare il clinico nel processo di scelta terapeutica. 

 

1.2.2 - Segni e sintomi 

 

Le metastasi cerebrali da carcinoma mammario presentano una tipica 

distribuzione a livello cerebrale: circa l’80% si localizza a livello degli 

emisferi cerebrali, il 15% coinvolge il cervelletto ed il restante 5% circa si 

localizza a livello del tronco encefalico.(35) 

Le principali manifestazioni cliniche derivano dalla compressione del tessuto 

cerebrale circostante, con lo sviluppo di sintomatologia focale che varia a 

seconda del sito coinvolto, e dell’aumento conseguente della pressione 

intracranica. I sintomi più frequenti sono: cefalea, nausea, vomito, crisi 

comiziali, vertigini, paralisi periferiche, convulsioni, alterazioni della vista e 

compromissioni del linguaggio. Quando particolarmente severi, i sintomi 

possono impattare drasticamente sulla qualità di vita e, talvolta, ostacolare la 

prosecuzione della terapia antitumorale(28), oltre a dare importanti deficit 

cognitivi, sensoriali e neurologici.(36) 

La condizione più frequente è il riscontro di multiple metastasi sincrone, 

mentre solo una paziente su tre ha una singola metastasi; in circa il 10-20% 

dei casi, si riscontra un concomitante coinvolgimento leptomeningeo.(36) Un 

altro possibile sito di metastatizzazione a livello del SNC, seppur molto più 
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raro dei precedenti, è rappresentato dalla formazione di metastasi durali 

intracraniche e di metastasi intramidollari. 

 

1.2.3 – Diagnosi 

 

L’iter diagnostico in pazienti con sospetto di metastasi cerebrali da carcinoma 

mammario si fonda principalmente sui dati clinici e sull’imaging. (37)  

Nel 70% dei casi la diagnosi sopraggiunge in seguito al sospetto clinico 

derivante dalla comparsa di sintomatologia suggestiva, mentre nel 30% dei 

casi il riscontro è incidentale in corso di imaging cerebrale effettuato a scopo 

di screening nelle pazienti considerate a maggior rischio, ma 

asintomatiche.(30) Ad oggi, le linee guida internazionali non raccomandano 

univocamente l’esecuzione periodica di esami di imaging cerebrale in tutte le 

pazienti, in quanto con i dati disponibili non è dimostrato un chiaro beneficio; 

tuttavia, lo screening per metastasi cerebrali mediante imaging in pazienti 

asintomatici può essere preso in considerazione in pazienti con carcinoma 

mammario metastatico HER2+ e triplo negativo.(38)  

La risonanza magnetica (RM) con mezzo di contrasto è attualmente il gold 

standard diagnostico per pazienti con sospette metastasi cerebrali, in quanto 

più sensibile nella rilevazione delle metastasi cerebrali e superiore nella 

distinzione tra lesioni secondarie e tumori primitivi rispetto alle altre tecniche 

di imaging. La tomografia computerizzata (TC) è utilizzata principalmente in 

presenza di sintomatologia cerebrale acuta o in caso di controindicazioni alla 

risonanza. 

L’utilizzo della tomografia a emissione di positroni (PET) e della PET/TC è 

limitato dal fatto che, fisiologicamente, il glucosio è la principale fonte 

energetica del SNC; inoltre, l’infiammazione indotta dal trattamento e altri 

stati flogistici determinano la captazione del tracciante fluorodeossiglucosio 

(FDG), limitando ulteriormente la specificità dell’esame in questione.(37) 
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1.2.4 – Trattamento delle metastasi cerebrali da carcinoma mammario 

 

Il trattamento delle metastasi cerebrali da carcinoma mammario necessita di 

un approccio multidisciplinare generalmente basato sull’integrazione di 

trattamenti locali (chirurgia e/o radioterapia) e trattamenti sistemici (terapia 

ormonale, chemioterapia e/o terapia a bersaglio molecolare). 

 

1.2.4.1 – Chirurgia 

 

La chirurgia è la terapia di prima scelta per pazienti in condizioni ottimali (PS 

conservato) che presentino lesioni singole in assenza di malattia extracranica 

o con malattia extracranica ben controllata, lesioni >3 cm e/o fortemente 

sintomatiche, metastasi della fossa cranica posteriore (in relazione al rischio 

di idrocefalo ostruttivo), lesioni cistiche o necrotiche (caratteristiche che 

generalmente si associano ad una minore responsività alla radioterapia).(38) 

L’intervento chirurgico è generalmente seguito dalla radioterapia 

stereotassica su cavo chirurgico, che riduce il rischio di recidiva locale.(30) Gli 

obiettivi principali del trattamento chirurgico sono: l’ottenimento di tessuto 

ai fini di una corretta diagnosi istologica, la rapida riduzione dell’effetto 

massa ed il miglioramento dell’edema perilesionale al fine di migliorare 

rapidamente la sintomatologia del paziente.(35) 

 

1.2.4.2 – Radioterapia 

 

La radioterapia (RT) è il trattamento locale di scelta delle metastasi cerebrali 

laddove non sussistano le indicazioni per la resezione chirurgica, ad esempio 

in caso di lesioni piccole e asintomatiche o chirurgicamente non accessibili. 

Essa può essere svolta secondo diverse modalità a seconda dell’estensione 

dell’area trattata: la radioterapia stereotassica (SRS), a differenza della RT 

panencefalica o whole-brain (WBRT), concentra l’irradiazione ad aree 

cerebrali circoscritte, in modo da aumentare le radiazioni dirette al tessuto 

tumorale minimizzando il danno al parenchima sano circostante. Sebbene le 
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due modalità siano equivalenti in termini di sopravvivenza globale, è 

preferibile, laddove possibile, l’utilizzo di SRS per limitare gli effetti 

collaterali neurocognitivi della WBRT.(38) In generale, l’impiego di SRS è 

indicato in pazienti con un numero di metastasi cerebrali inferiore a 10 ed un 

volume tumorale complessivo non superiore a 15 ml.(38) 

La WBRT è indicata in pazienti con multiple lesioni cerebrali (>10) o pazienti 

che, già sottoposti a SRS, sviluppano nuove lesioni su cui il trattamento 

stereotassico non può più essere applicato. L’hippocampal avoidance WBRT 

(HA-WBRT) è una moderna tecnica di WBRT che, escludendo dal campo di 

irradiazione i neuroni ippocampali deputati alla formazione di nuovi ricordi, 

limita il deterioramento delle funzioni cognitive radio-indotto.(30) L’aggiunta 

di WBRT a pazienti trattate con SRS o sottoposte a resezione chirurgica non 

è raccomandata in quanto non influenza la sopravvivenza a fronte di maggiori 

effetti collaterali. In pazienti con multiple metastasi cerebrali, scarso PS e 

prognosi scadente è indicata la sola terapia di supporto.(38) 

 

1.2.4.3 – Terapia sistemica e ruolo della barriera ematoencefalica 

 

L’efficacia di una qualsiasi terapia sistemica nel trattamento delle metastasi 

cerebrali è influenzata dalla presenza della barriera emato-encefalica (BEE) 

che, così come può opporsi al passaggio di sostanze tossiche verso il sistema 

nervoso centrale, può anche limitare la diffusione dei farmaci. Tuttavia, è 

recentemente emerso come, a seguito del processo di metastatizzazione e del 

processo neo-angiogenetico che accompagna la crescita neoplastica con 

formazione di vasi aberranti, la normale BEE venga indebolita divenendo più 

permeabile anche ai farmaci (concetto di barriera emato-tumorale, BET).(39) 

Questo potrebbe spiegare il risultato di alcuni studi che mostrano come la 

concentrazione del farmaco raggiunta a livello cerebrale possa in alcuni casi 

essere simile a quella ottenibile negli altri siti di malattia(40) e giustificare il 

fatto che la barriera emato-tumorale sia maggiormente permeabile ai 

chemioterapici in presenza di macrometastasi con intensa 

neovascolarizzazione rispetto alle micrometastasi o lesioni meno 

vascolarizzate.(30)  
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Nell’ambito del trattamento sistemico, diversi agenti chemioterapici  come 

capecitabina, ciclofosfamide, gemcitabina, vinorelbina, 5-fluorouracile e 

cisplatino, si sono dimostrati attivi nella terapia delle metastasi cerebrali con 

tassi di risposta superiori al 30%.(30) Nei pazienti con carcinoma mammario 

HR+/HER2- può essere utilizzata l’ormonoterapia, a fronte tuttavia di 

un’efficacia limitata. Per quanto riguarda i CDK 4/6 inibitori, l’attività 

intracranica di Abemaciclib è stata dimostrata in uno studio di fase II che ha 

tuttavia evidenziato tassi di risposta intracranica piuttosto limitati di circa 

5.2% ed un beneficio clinico nel 25% dei pazienti.(41) Un’analisi di 

sottogruppo di uno studio di fase IIIb ha inoltre dimostrato la sicurezza e 

l’efficacia di Ribociclib in combinazione con Letrozolo in pazienti con 

metastasi cerebrali.(42)  

Per i pazienti con carcinomi mammari HER2+ sono disponibili più opzioni 

terapeutiche con dimostrata attività intracranica, e la scelta tra queste si basa 

principalmente sul quadro clinico e sullo stato della malattia extracranica alla 

comparsa e alla progressione delle metastasi cerebrali. Laddove il sistema 

nervoso centrale risulti la prima e unica localizzazione di malattia 

metastastica, la terapia sistemica può essere utilizzata in aggiunta al 

trattamento locale, tipicamente con la combinazione di trastuzumab ± 

pertuzumab, sebbene i dati a sostegno di tale opzione siano molto limitati.(43) 

Nel caso di malattia metastatica extracranica stabile in cui si verifichi una 

limitata progressione delle sole lesioni cerebrali, non sussiste attualmente 

indicazione alla modifica della terapia sistemica dopo trattamento locale della 

sede di progressione; tuttavia, in caso di ulteriore progressione cerebrale, 

soprattutto se dopo un breve intervallo di tempo dal precedente trattamento 

locale, è possibile modificare il trattamento sistemico  al fine di contenere la 

malattia anche a livello cerebrale. Le opzioni terapeutiche dimostratesi 

efficaci in tale contesto sono diverse, in quanto risultati promettenti sono stati 

raggiunti con l’impiego di TKI anti-HER2 quali lapatinib, neratinib e 

tucatinib e di coniugati anticorpo-farmaco quali trastuzumab emtansine e 

trastuzumab deruxtecan.  

Tra i diversi TKI, lapatinib è stato il primo a trovare riscontro nel trattamento 

di metastasi cerebrali da carcinoma mammario metastatico HER2+: tra le 
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varie strategie terapeutiche, anche di combinazione, un ruolo preponderante 

è stato infatti in passato rivestito dall’associazione di lapatinib e capecitabina. 

Tale regime terapeutico, indagato sia in pazienti con metastasi cerebrali 

precedentemente trattate con radioterapia che in pazienti con metastasi 

cerebrali non precedentemente trattate con terapia locale ha dimostrato un 

significativo tasso di risposta a livello intracranico.(44) 

In seguito sono andati accumulandosi dati relativamente all’attività cerebrale 

anche di altre strategie terapeutiche anti-HER2 basate sull’impiego di 

coniugati anticorpo-farmaco come trastuzumab emtansine. In particolare,  

nello studio EMILIA, l’impiego di trastuzumab emtansine rispetto a lapatinib 

e capecitabina in pazienti con carcinoma metastatico HER2+ in precedenza 

trattate con l’associazione di trastuzumab e un taxano si è associato ad una 

maggior sopravvivenza globale mediana anche nel sottogruppo di pazienti 

che presentavano metastasi cerebrali all’inizio del trattamento.(46) Una analisi 

di sottogruppo dello studio di fase IIIb KAMILLA ha inoltre dimostrato che 

trastuzumab emtansine è in grado di indurre un tasso elevato di risposte 

intracraniche anche in pazienti con metastasi cerebrali non precedentemente 

trattate con radioterapia.(47)  

Più recentemente sono stati sviluppati TKI di nuova generazione. Tra questi 

neratinib, in associazione a capecitabina, ha dimostrato essere in grado di 

determinare una riduzione volumetrica della malattia in sede cerebrale nel 

49% dei pazienti non precedentemente trattati con lapatinib e nel 33% dei 

pazienti pre-trattati con lapatanib.(49) L’utilizzo di tale farmaco è ad oggi 

limitato da un profilo di tossicità non completamente maneggevole tanto che 

non è stato registrato da EMA per pazienti con carcinoma mammario HER2+ 

metastatico. 

Tucatinib invece è un TKI selettivo nei confronti di HER2, caratteristica che 

lo rende meglio tollerato rispetto a lapatinib e neratinib. Il suo utilizzo è stato 

valutato dallo studio di fase III HER2CLIMB, in cui la combinazione di 

tucatinib con capecitabina e trastuzumab è stata confrontata con i trattamenti 

con soli capecitabina e trastuzumab. La popolazione si componeva di pazienti 

con carcinoma mammario metastatico HER2+ precedentemente trattati con 

trastuzumab-pertuzumab e T-DM1, tra i quali si individuava anche un 
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sottogruppo di pazienti con metastasi cerebrali attive (non precedentemente 

trattate con terapia locale o in progressione dopo la terapia locale) 

asintomatiche al momento del reclutamento nello studio.(49) L’aggiunta di 

tucatinib a trastuzumab e capecitabina si associava ad un miglioramento nella 

sopravvivenza libera da progressione e nella sopravvivenza globale, anche 

nel sottogruppo di pazienti con metastasi cerebrali attive.(50) 

Sebbene non sia stato testato nel contesto di uno studio randomizzato in 

pazienti con metastasi cerebrali attive, anche il coniugato anticorpo-farmaco 

trastuzumab deruxtecan ha dimostrato in studi di fase II di piccole dimensioni 

di essere attivo in pazienti con metastasi cerebrali attive, riuscendo ad 

ottenere tassi di risposta a livello intracranico superiori al 70% (51).  

Limitatamente ai pazienti con mutazioni patogenetiche di BRCA, un’opzione 

terapeutica è rappresentata dagli inibitori di PARP, Talazoparib ed Olaparib; 

infatti, dalle analisi di sottogruppo di pazienti con metastasi cerebrali stabili 

incluse nei rispettivi studi registrativi (EMBRACA e OLYMPIAD), 

entrambe le molecole hanno dimostrato di migliorare la sopravvivenza libera 

da progressione.(52)(53) E’ rilevante inoltre sottolineare come, in pazienti 

portatrici di mutazione di BRCA1, il rischio di metastasi cerebrali sembra 

essere comparabile (anche in presenza di una neoplasia non triplo-negativa) 

a quello delle pazienti con carcinoma triplo negativo in assenza di mutazioni 

patogenetiche gBRCA (incidenza cumulativa a 5 anni rispettivamente pari 

rispettivamente a circa il 39% e 33%).(54) 

L’immunoterapia ha, ad oggi, un ruolo limitato nel trattamento delle 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario. Il sistema nervoso centrale 

potrebbe potenzialmente rappresentare un microambiente 

"immunologicamente privilegiato". Tuttavia, abbiamo ad oggi dei dati a 

sostegno dell’utilizzo dell’immunoterapia anche in pazienti con metas tasi 

cerebrali da altre patologie oncologiche. In particolare, sia in pazienti con 

melanoma che in pazienti con carcinoma polmonare sono state descritte 

risposte a livello di metastasi cerebrali al trattamento immunoterapico. E’ 

stato ipotizzato inoltre che la SRS, danneggiando le cellule tumorali con 

conseguente esposizione di antigeni tumorali, potrebbe rendere le metastasi 

cerebrali più immunogene e, pertanto, più vulnerabili all’attacco da parte del 
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sistema immunitario, generando l’ipotesi di una possibile sinergia tra 

radioterapia e immunoterapia, ancora in fase di studio nell’ambito del 

carcinoma mammario.(55)  

 

1.2.5 – Microambiente tumorale e specificità biologiche delle metastasi 

cerebrali  

 

Nello sviluppo delle metastasi cerebrali è coinvolta una serie di complesse 

interazioni tra le cellule neoplastiche e il microambiente tumorale, 

comprendente cellule gliali, cellule immunitarie e matrice extracellulare.(56) 

Una funzione centrale in tale contesto è svolta dagli astrociti i quali 

influenzano la metastatizzazione contribuendo alla costituzione della BEE, 

producendo fattori neurotrofici  (in particolare gli astrociti A2) che possono 

stimolare l’apoptosi o, al contrario, la proliferazione cellulare.(57) 

Nell’ambito delle metastasi cerebrali da carcinoma mammario, è stata 

descritta l’iperattivazione di alcune via di segnalazione cellulare tra cui la via 

di PI3K-Akt e la via HER2/HER3. In particolare, la pathway PI3K-Akt è stata 

descritta essere up-regolata in fino al 77% delle metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario(58) ed esercita un ruolo immunosoppressivo e di 

promozione della metastatizzazione, inducendo l’espressione di PD-L1, 

CTLA4, CSF1 (Colony Stimulating Factor) e il suo recettore CSF1R. (58) 

L’espressione di PTEN, inibitore di tale via di segnalazione, è persa nel 25% 

delle metastasi cerebrali da carcinoma mammario, soprattutto di sottotipo 

triplo negativo(59); tale downregolazione di PTEN sembra essere 

selettivamente presente nelle metastasi cerebrali, mentre non è stata 

riscontrata in uguale misura nelle metastasi extracraniche e potrebbe essere il 

risultato della regolazione epigenetica secondaria alla produzione di miRNA 

da parte degli astrociti.(60) Anche l’espressione di HER3 è stata riportata in 

alcune casistiche essere aumentata nelle metastasi cerebrali.(61)  

 

Il confronto tra le caratteristiche biologiche di campioni di metastasi cerebrali 

e dei rispettivi tumori primitivi ha evidenziato come frequentemente vi possa 
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non essere una completa concordanza nell’espressione dei marker 

immunoistochimici quali ER, PgR e HER2. Ciò è quanto si è osservato in una 

metanalisi condotta su 1373 pazienti, per 540 dei quali è stata osservata una 

discordanza in almeno uno dei tre marker indagati (ER, PgR e HER2); le tre 

condizioni riscontrate più frequentemente nelle metastasi cerebrali sono 

risultate la perdita dell’espressione di ER (11%), la perdita dell’espressione 

di PgR (15%) e l’acquisizione dell’espressione di HER2 (9%).  

Per quanto riguarda la perdita dell’espressione dei recettori ormonali a livello 

della metastasi cerebrale, questo potrebbe essere il risultato della selezione 

cellulare operata dalla terapia ormonale che potrebbe favorire un aumento 

della prevalenza di cloni metastatici che non esprimono tali recettori; inoltre, 

la perdita dell’espressione di ER/PgR potrebbe potenzialmente favorire 

l’homing di tali cellule metastatiche a livello cerebrale.  

L‘acquisizione della positività per HER2 si osserva, invece, in circa il 10% 

dei casi di metastasi cerebrali (soprattutto nei casi in cui il tumore primitivo 

presenti score intermedio all’analisi immunoistochimica) con trend opposto 

rispetto alle sedi metastatiche extracraniche, dove si verifica più spesso la 

perdita dell’espressione di HER2.(62)  

Sebbene lo studio delle caratteristiche biologiche della malattia metastatica a 

livello cerebrale sia resa particolarmente complessa dal numero relativamente 

limitato di casi per i quali vi è disponibilità di materiale biologico, gli studi 

ad oggi condotti sembrano suggerire che tale sede metastatica possa 

presentare delle caratteristiche biologiche specifiche rispetto ad altre sedi di 

malattia metastatica, perlopiù in termini di espressione genica e 

microambiente immunitario. Più specificatamente, alcuni studi hanno 

descritto in questa sede metastatica un aumento dell’espressione delle 

pathway ad attività GTPasica. Uno studio che è andato a valutare 

l’espressione genica di 184 metastasi di carcinoma mammario da 11 diverse 

sedi metastatiche ha identificato come l’espressione di 12 geni (CRYAB, 

NRCAM, FGF1, GDF15, SOX2, GRIN1, RASGRF1, SOX10, CHI3L1, 

ZIC2, NRXN1, LEFTY2) risultasse significativamente aumentata nelle 

metastasi cerebrali rispetto ad altre sedi metastatiche, indipendentemente dal 

sottotipo di carcinoma mammario. Inoltre, rispetto ad altre sedi di 
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localizzazioni del carcinoma mammario metastatico, le metastasi encefaliche 

presentavano un minor livello di espressione di geni correlati all’attività del 

sistema immunitario.(63) 

Tali dati suggeriscono pertanto come il profilo biologico del tumore primitivo 

e delle metastasi  extracraniche potrebbe non sempre rappresentare un valido 

surrogato per comprendere la biologia delle metastasi cerebrali da carcinoma 

mammario.(62) 
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3. SCOPO DELLO STUDIO 

 

Il significativo impatto prognostico negativo determinato, ancora ad oggi, 

dalla comparsa di metastasi cerebrali da carcinoma mammario ci spinge alla 

ricerca di nuove strategie terapeutiche.  

Considerata la nota eterogeneità biologica del carcinoma mammario e la 

possibilità che alcuni aspetti biologici della neoplasia possano dipendere 

anche dallo specifico sito di metastasi oltre che dalla biologia del tumore 

primitivo, una conoscenza approfondita della biologia delle metastasi 

cerebrali potrebbe permettere l’identificazione di caratteristiche biologiche 

specifiche che potrebbero rappresentare potenziali target terapeutici.  

L’obiettivo di questo studio è pertanto quello di descrivere il profilo 

trascrittomico, mediante analisi di espressione genica, di metastasi cerebrali 

da carcinoma mammario ed il potenziale impatto prognostico dei diversi 

profili di espressione genica in una coorte multicentrica di pazienti affetti da 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario sottoposti a intervento 

neurochirurgico secondo pratica clinica. 
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4. MATERIALI E METODI 

 

3.1 – Pazienti 

 

Nello studio in esame sono stati retrospettivamente inclusi pazienti con 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario trattati presso tre diversi Istituti; 

Istituto Oncologico Veneto IRCCS (IOV) di Padova (Italia), Centre 

Hospitalier Universitaire/Institut du Cancer de Montpellier (CHU/ICM, 

Francia), Montefiore Medical Center (MMC) di New York (USA) tra il 2003 

e il 2019 e sottoposti ad intervento neurochirurgico secondo pratica clinica.  

 

I pazienti arruolati nello studio presentano i seguenti criteri di inclusione:  

- età ≥ 18 anni 

- diagnosi istologica di carcinoma mammario metastatico a livello 

cerebrale 

- disponibilità di campione istologico da archivio di metastasi cerebrali 

da carcinoma mammario 

- disponibilità di dati clinici e dati relativi al follow-up oncologico  

- consenso informato ottenuto in forma scritta 
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Per ciascun paziente sono state analizzate le cartelle cliniche, raccogliendo i 

seguenti parametri clinici e anatomo-patologici: 

- età alla diagnosi di carcinoma mammario e di metastasi cerebrali  

- caratteristiche della neoplasia primitiva (istotipo, stadio alla diagnosi, 

stato dei recettori ormonali e di HER2) 

- trattamenti eseguiti per la neoplasia primitiva (tipo di chirurgia 

mammaria, trattamenti neoadiuvanti/adiuvanti, radioterapia) 

- sito della prima recidiva di malattia, presenza di metastasi cerebrali 

alla prima diagnosi di carcinoma metastatico, durata dell’interval lo di 

tempo intercorso tra la diagnosi di tumore primitivo e la comparsa di 

metastasi cerebrali 

- numero di lesioni cerebrali, Karnofsky Performance Status, stato della 

malattia sistemica al momento della diagnosi di metastasi cerebrali  

- stato dei recettori ormonali e di HER2 sulla metastasi cerebrale, 

ottenuto mediante analisi immunoistochimica e ISH laddove 

necessario secondo linee guida ASCO-CAP 

- trattamenti locali e sistemici ricevuti dopo la diagnosi di metastasi 

cerebrali (sia prima che dopo l’intervento neurochirurgico) 

- sopravvivenza dalla diagnosi di carcinoma mammario, dalla diagnosi 

di metastasi cerebrale e dall’intervento neurochirurgico. 

 

Questo studio è stato approvato dai Comitati Etici (o dall’organismo 

deputato) di ciascuno dei tre Istituti coinvolti ed è stato condotto in 

accordo ai principi stabiliti dalla Dichiarazione di Helsinki. 

 

3.2 – Analisi dei campioni 

 

I campioni istologici, disponibili come Formalin-Fixed Paraffin Embedded 

(FFPE), sono stati inizialmente valutati da un anatomo patologo al fine di 

confermarne la qualità. Da ogni FFPE ritenuto idoneo, un adeguato numero, 

calibrato sulla base di cellularità tumorale ed area tumorale, di sezioni di 

dimensioni pari a 5 µm ciascuna è stato utilizzato per l’estrazione dell’RNA, 



27 
 

 

effettuata impiegando l’RNeasy FFPE Kit (Qiagen), utilizzato secondo le 

indicazioni fornite dal produttore.  

Sono state poi valutate la concentrazione e la qualità del materiale ottenuto, 

mediante analisi con Nanodrop 100 Spettrophotometer, QubitTM RNA HS 

Assay Kit on Qubit fluorometer 1.0 e Tapestation 4200. L’analisi è stata volta 

ad assicurare la sussistenza dei requisiti necessari in termini di purezza e 

concentrazione del materiale genetico estratto al fine di poter procedere alla 

successiva analisi dei profili di espressione genica mediante nCounter. 

Nei campioni rispettanti tali requisiti si è successivamente proceduto 

all’analisi dell’espressione genica, condotta utilizzando il pannello Breast 

Cancer 360 su una piattaforma nCounter (NanoString Technologies), 

secondo manuale del produttore. Tale pannello include 758 geni identificati 

come rilevanti per la biologia del carcinoma mammario, 18 geni costitutivi (o 

housekeeping) necessari alla normalizzazione dei dati, 6 controlli positivi e 8 

controlli negativi. Come da manuale del produttore, dopo la verifica dei 

parametri di qualità, l’RNA è stato ibridizzato con le sonde per i geni target 

per un intervallo di tempo di 17 ore a temperatura pari a 65°C, ed in seguito 

processato utilizzando il sistema di analisi nCounter. I dati ottenuti sono stati 

quindi normalizzati e Log (2) trasformati.  

Il sottotipo molecolare intrinseco di ciascun campione è stato identificato 

mediante applicazione dell’algoritmo PAM50 precedentemente 

pubblicato.(20) 

 

3.3 – Analisi statistica 

Le caratteristiche demografiche e clinico-patologiche dei pazienti sono state 

analizzate mediante statistiche descrittive; per le variabili continue, come 

l’età, sono stati calcolati mediana e intervallo di valori (massimo e minimo).  

Ai fini dell’analisi statistica, è stato utilizzato come sottotipo di carcinoma 

mammario di riferimento per ciascun paziente quello determinato sulla 

metastasi cerebrale. 
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La sopravvivenza globale dall’intervento neurochirurgico è stata definita 

come l’intervallo di tempo intercorso tra l’intervento neurochirurgico e il 

decesso o l’ultima visita di follow up. Tale parametro è stato stimato 

utilizzando il metodo di Kaplan Meier, riportandone la mediana e l’intervallo 

di confidenza fissato al 95% (95% CI). Per tale analisi, il dato delle pazienti 

ancora in vita al momento della valutazione è stato censorizzato alla data 

dell’ultimo follow up. 

Per la valutazione dei fattori prognostici, si è utilizzato un modello di 

regressione Cox univariato e multivariato, calcolando per ciascun fattore 

Hazard ratio (HR) ed il rispettivo intervallo di confidenza al 95%. Per tutti i 

test condotti, il valore di probabilità p (p-value) è stato inteso a due code ed 

il livello di significatività è stato posto al 5% (p<0.05). 
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5. RISULTATI 

 

4.1 – Caratteristiche dei pazienti  

Lo studio ha reclutato complessivamente 65 pazienti affetti da metastasi 

cerebrali da carcinoma mammario e sottoposti a intervento neurochirurgico 

tra il 2003 e il 2019. I soggetti arruolati erano così suddivisi tra i tre Istituti 

partecipanti: 33 erano stati trattati presso l’Istituto Oncologico Veneto - 

IRCCS, 16 presso il Montefiore Medical Center di New York e i restanti 16 

presso il Centre Hospitalier Universitaire/Institut du Cancer de Montpellier. 

Tutti i pazienti inclusi nel presente studio erano di sesso femminile. 

L’età mediana alla diagnosi di carcinoma mammario è risultata di 44 anni 

(range 30-77 anni), mentre l’età mediana alla diagnosi di metastasi cerebrali 

era di 49 anni (range 33-77 anni).  

La localizzazione cerebrale di malattia era presente alla diagnosi iniziale di 

malattia metastatica in 41 pazienti (63%); inoltre, al momento della diagnosi 

di lesioni cerebrali, 33 pazienti (50.8%) presentavano anche malattia 

extracranica. 

Al momento della diagnosi di metastasi cerebrale, la maggior parte dei 

pazienti (N= 52, 80.0%) presentava una singola lesione cerebrale, 6 pazienti 

(9.2%) presentavano due lesioni, mentre i restanti 7 casi (10.8%) 

presentavano 3 o più metastasi cerebrali. Il Karnofsky Performance Status al 

momento della diagnosi di metastasi cerebrali era compreso tra 90 e 100 in 

20 pazienti (30.8%), tra 70 e 80 in 27 pazienti (41.5%.) ed era ≤60 in 6 

pazienti (9.2%). 

L’analisi immunoistochimica dello stato recettoriale delle metastasi cerebrali 

ha permesso di classificare le metastasi cerebrali in: 19 campioni (29.0%) 

classificati come HR-/HER2-, 21 (32.0%) classificati come HR+/HER2- ed i 

restanti 25 (38.0%) categorizzati come HER2+ (Figura 2A). 

Le principali caratteristiche clinico-patologiche della popolazione oggetto di 

studio sono mostrate nella Tabella I. 
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Tabella I: Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti alla diagnosi di metastasi cerebrali 

da carcinoma mammario e trattamenti ricevuti. 

                     n % 

Sottotipo della metastasi cerebrale   HR-/HER2 

                                                              HR+/HER2- 

                                                              HER2+ 

19 

21 

25 

29.0% 

32.0% 

38.0% 

Numero di metastasi cerebrali      1 

                                                          2 

                                                          3 o più 

52 

6 

7 

80.0% 

9.2% 

10.8% 

Karnofsky Performance Status    100-90 

                                                         80-70 

                                                         ≤ 60        

20 

27 

6 

30.8% 

41.5% 

9.2% 

Presenza di malattia extracranica alla diagnosi di 

metastasi cerebrali    

Si 

No 

NA 

 

 

 

33 

22 

10 

 

 

50.8% 

33.8% 

15.4% 

 
Presenza di metastasi cerebrali al momento della 

prima diagnosi di carcinoma mammario 

metastatico 

Si 

No 

 

 

 

 

41 

24 

 

 

 

63.0% 

37.0% 

Terapia sistemica dopo intervento neurochirurgico 

Si 

No 

48 

17 

73.8% 

26.2% 

Radioterapia dopo intervento neurochirurgico 

Si 

No 

47 

18 

72.3% 

27.7% 

 

Per quanto riguarda i trattamenti ricevuti dopo la resezione neurochirurgica, 

48 pazienti (73.8%) hanno ricevuto una terapia sistemica, mentre 47 

(72.3%) un trattamento radiante a livello cerebrale. 
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4.2 - Sopravvivenza globale e fattori prognostici 

 

Ad un follow up mediano dall’intervento neurochirurgico di 32.5 mesi, 42 

pazienti (64.6%) erano deceduti e la sopravvivenza globale mediana 

dall’intervento chirurgico era di 19.3 mesi (95% CI 14.0-24.6). 

Abbiamo osservato una differenza numerica nella sopravvivenza globale 

dall’intervento sulla base del sottotipo di carcinoma mammario valutato 

mediante immunoistochimica sulle metastasi cerebrali: la sopravvivenza 

globale mediana è stata di 9.4 mesi per pazienti con metastasi cerebrali HR-

/HER2-, 19.3 mesi per pazienti con metastasi cerebrali HR+/HER2- e di 20.0 

mesi per pazienti con metastasi cerebrali HER2+ (Figura 1). Tuttavia, tale 

differenza non è risultata statisticamente significativa (p=0.43).  

Siamo quindi andati a valutare nella nostra casistica, mediante un modello di 

Cox univariato, l’impatto prognostico di altri fattori prognostici noti in 

pazienti affetti da metastasi cerebrali da carcinoma mammario, quali numero 

di metastasi cerebrali (p globale del modello=0.371), Karnofsky Performance 

Status alla diagnosi di metastasi cerebrali (p globale del modello=0.053) e la 

presenza di malattia extracranica alla diagnosi di metastasi cerebrali (p 

globale del modello=0.611) (Tabella II). Tuttavia, nessuno di questi fattori 

ha dimostrato un impatto prognostico significativo nella nostra coorte di 

pazienti, sebbene per il Karnofsky Performance Status si sia osservato 

globalmente un impatto borderline (p=0.053) e, come atteso, pazienti con 

scadente Performance Status (60 o meno) presentavano una sopravvivenza 

inferiore rispetto a pazienti con Performance Status conservato (90-100; 

p=0.030).  
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Tabella II: Modello di Cox univariato di associazione tra fattori prognostici noti e 

sopravvivenza globale. 

 OS mediana 

(95%CI) 

HR (95% CI) p-value 

Sottotipo immunoistochimico 

sulla metastasi cerebrale 

HR-/HER2- 
HR+/HER2- 
HER2+ 
 

 
 

9.4 (2.2-16.6) 
19.3 (9.4-29.2) 
20.0 (14.1-25.9) 

 

 
 

ref 
0.863 (0.393 – 1.896) 
0.619 (0.285 – 1.344) 

 

 

 
 

ref 
0.714 
0.226 

Numero di metastasi cerebrali 

alla diagnosi 

1 
2 
3 

4 o più 

 
 

18.8 (12.6-25.0) 
25.0 (14.1-35.9) 
8.7 (3.4-14.0) 

9.0 (0-20.0) 

 
 

ref 
0.985 (0.381 – 2.551) 
1.559 (0.369 – 6.582) 

2.509 (0.865 – 7.276) 

 
 

ref 
0.976 
0.545 

0.090 

Karnofsky Performance Status 

alla diagnosi  

100 – 90 
80 – 70 
≤60 

 

 

22.2 (13.2-31.2) 
20.0 (5.7-34.3) 
8.0 (0.1-15.9) 

 

 

ref 
0.947 (0.447 – 2.008) 
3.298 (1.126 – 9.660) 

 

 

ref 
0.888 
0.030 

 Presenza di malattia 

extracranica alla diagnosi 
No 

Si 

 
 

25.0 (6.5-43-5) 

19.3 (15.3-23.3) 

 
 

ref 

1.199 (0.596-2.414) 

 
 

ref 

0.611 

 

 

 

 

Figura 1: Sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico, stratificata per sottotipi 

immunoistochimico valutato sulle metastasi cerebrali. 
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4.3 - Sottotipi molecolari intrinseci delle metastasi cerebrali 

 

L’analisi del sottotipo molecolare intrinseco secondo l’algoritmo PAM50 ha 

evidenziato un’alta prevalenza di sottotipi intrinseci non luminali, con il 46% 

delle metastasi categorizzata come HER2-enriched ed il 37% categorizzata 

come basal-like. Solo il 15% delle metastasi è stato categorizzato come 

luminal B e solo il 2% come normal-like. (Figura 2B)  

 

Figura 2A: Distribuzione dei sottotipi secondo immunoistochimica nella casistica globale. 

 
  

Figura 2B: Distribuzione dei sottotipi molecolari intrinseci nella casistica globale. 

 

 

 

29%

32%

39%

HR-/HER2-

HR+/HER2-

HER2+

46%

37%

15%

2%

HER2-enriched

Basal-like

Luminal B

Normal-like
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Abbiamo quindi valutato separatamente la distribuzione dei sottotipi 

intrinseci secondo PAM50 in ciascuno dei sottotipi biologici di carcinoma 

mammario determinati utilizzando l’immunoistochimica e l’arricchimento in 

sottotipi non-luminali si è evidenziato anche in ciascuno dei diversi 

sottogruppi di carcinoma mammario separatamente.  

In particolare, l’analisi delle metastasi cerebrali HER2+ ha mostrato una 

predominanza quasi assoluta del sottotipo HER2-enriched, presente nell’84% 

delle lesioni, seguito dal sottotipo basal-like nel 12% dei casi, ed infine dal 

sottotipo luminal B in solo il 4% dei casi, mentre non sono stati osservati casi 

di neoplasie Luminal A. (Figura 3A) 

Contrariamente a quanto atteso, anche tra le metastasi cerebrali categorizzate 

come HR+HER2- all’immunoistochimica i sottotipi intrinseci non-luminali 

sono risultati essere altamente rappresentati (complessivamente più di metà 

dei casi valutati). Infatti, sebbene il luminal B sia risultato il sottotipo più 

frequente non superava la metà dei casi (43%), mentre i restanti casi sono 

stati tipizzati come HER2-enriched (28%), basal-like (24%) e normal-like 

(5%) sulla base dei profili di espressione genica. (Figura 3B)  

Infine, per quanto riguarda il sottogruppo HR-/HER2-, il sottotipo molecolare 

è risultato concorde con il profilo immunoistochimico nella maggior parte dei 

casi, con l’84% dei casi categorizzati come basal-like e solo il 16% dei casi 

categorizzati come HER2-enriched. Come atteso, non sono stati osservati 

campioni categorizzati come luminali sulla base dei profili di espressione 

genica. (Figura 3C) 
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Figura 3B: Distribuzione dei sottotipi molecolari intrinseci in metastasi cerebrali 

HR+/HER2-. 

Figura 3A: Distribuzione dei sottotipi molecolari intrinseci in metastasi cerebrali HER2+. 

Figura 3C: Distribuzione dei sottotipi molecolari intrinseci in metastasi cerebrali  

HR-/HER2-. 
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4.4 – Associazione tra espressione di singoli geni e sopravvivenza 

globale 

 

Al fine di valutare l’associazione tra l’espressione di singoli geni e la 

sopravvivenza globale dall’intervento neurochirurgico, è stato applicato un 

modello di Cox univariato.  

Si è osservato come, dei 776 geni valutati, l’espressione di 37 di questi 

risultava significativamente associata alla sopravvivenza globale (p<0.05) 

(Tabella III). Tra questi, solo l’elevata espressione di LINC02381 è risultata 

associarsi ad una miglior prognosi, mentre l’elevata espressione dei restanti 

36 è risultato associarsi ad una peggior prognosi. 

Considerata la possibile associazione tra sottotipo di neoplasia mammaria, 

differente profilo di espressione genica e prognosi, abbiamo anche generato 

un modello di Cox multivariato includendo l’espressione di ciascun gene e il 

sottotipo clinico (HR-/HER2-; HR+/HER2-; HER2+) valutato sulla metastasi 

cerebrale, al fine di correggere il potenziale impatto prognostico dei geni per 

il sottotipo di neoplasia mammaria. In tale modello di Cox multivariato, si è 

confermata una correlazione statisticamente significativa (p<0.05) per 33 dei 

36 geni precedentemente identificati (Tabella IV). 
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Tabella III: Analisi univariata dell’associazione tra l’espressione di singoli geni e la 
sopravvivenza globale dall’intervento neurochirurgico (riportati solo i geni per i quali è stata 
riscontrata una associazione significativa tra espressione del gene e sopravvivenza globale 

con p<0.05). 

 

 

 

 

 

 HR (95% CI) p-value 

ANLN 1.25 (1.01 – 1.54) 0.035 

BCL11A 1.16 (1.00 – 1.34) 0.041 

BMP2 1.25 (1.02 – 1.55) 0.031 

BNIP3 1.42 (1.03 – 1.96) 0.029 

CAV1 1.47 (1.13 – 1.92) 0.003 

CDH3 1.15 (1.00 – 1.33) 0.044 

CDK6 1.38 (1.12 – 1.69) 0.002 

CKB 1.27 (1.08 – 1.49) 0.003 

CRYAB 1.18 (1.01 – 1.39) 0.032 

CXCL12 1.52 (1.06 – 2.17) 0.020 

EGFR 1.20 (1.01 – 1.44) 0.038 

EYA4 1.23 (1.03 – 1.46) 0.020 

FOXC1 1.25 (1.04 – 1.50) 0.016 

FZD8 1.26 (1.03 – 1.55) 0.024 

FZD9 1.22 (1.03 – 1.43) 0.015 

GABRP 1.10 (1.01 – 1.20) 0.026 

GAS1 1.37 (1.13 – 1.66) 0.001 

GDF5 1.28 (1.05 – 1.55) 0.012 

GPC4 1.21 (1.02 – 1.45) 0.027 

IL6 1.25 (1.00 – 1.56) 0.043 

KRT17 1.10 (1.01 – 1.21) 0.025 

KRT5 1.11 (1.01 – 1.23) 0.018 

KRT6B 1.17 (1.04 – 1.31) 0.008 

KRT7 1.17 (1.02 – 1.33) 0.019 

LAMB3 1.22 (1.04 – 1.42) 0.012 

LINC02381 0.80 (0.67 – 0.97) 0.026 

MYC 1.21 (1.02 – 1.43) 0.025 

NOTCH1 1.38 (1.08 – 1.76) 0.009 

PCNA 1.33 (1.02 – 1.75) 0.032 

POLD1 1.42 (1.02 – 1.96) 0.034 

PRKX 1.52 (1.13 – 2.06) 0.005 

PSAT1 1.20 (1.02 – 1.41) 0.025 

RUNX3 1.38 (1.08 – 1.77) 0.008 

SFRP1 1.12 (1.00 – 1.26) 0.035 

SNAI1 1.39 (1.04 – 1.84) 0.023 

SPRY2 1.28 (1.00 – 1.63) 0.044 

TTYH1 1.21 (1.05 – 1.40) 0.007 
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Tabella IV: Analisi multivariata dell'associazione tra l'espressione di singoli geni e la 
sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico, corretta per sottotipo 
immunoistochimico della metastasi cerebrale (riportati i geni per i quali è stata riscontrata 

all’analisi univariata una associazione significativa tra espressione del gene e sopravvivenza 

globale con p<0.05). 

 

                               HR (95% CI) p-value 

ANLN 1.23 (0.96 – 1.57) 0.094 

BCL11A 1.20 (1.01 – 1.42) 0.033 

BMP2 1.24 (1.01 – 1.54) 0.039 

BNIP3 1.45 (1.05 – 2.01) 0.021 

CAV1 1.54 (1.16 – 2.06) 0.002 

CDH3 1.17 (1.00 – 1.36) 0.042 

CDK6 1.45 (1.15 – 1.84) 0.001 

CKB 1.28 (1.08 – 1.50) 0.002 

CRYAB 1.19 (1.01 – 1.40) 0.036 

CXCL12 1.52 (1.06 – 2.18) 0.021 

EGFR 1.26 (1.03 – 1.54) 0.023 

EYA4 1.26 (1.04 – 1.51) 0.013 

FOXC1 1.25 (1.00 – 1.55) 0.044 

FZD8 1.26 (1.02 – 1.56) 0.030 

FZD9 1.21 (1.02 – 1.44) 0.026 

GABRP 1.12 (1.00 – 1.25) 0.046 

GAS1 1.38 (1.11 – 1.70) 0.002 

GDF5 1.27 (1.05 – 1.55) 0.013 

GPC4 1.27 (1.06 – 1.53) 0.007 

IL6 1.26 (1.00 – 1.58) 0.040 

KRT17 1.13 (1.01 – 1.27) 0.030 

KRT5 1.14 (1.01 – 1.27) 0.021 

KRT6B 1.20 (1.04 – 1.38) 0.009 

KRT7 1.24 (1.08 – 1.43) 0.002 

LAMB3 1.23 (1.03 – 1.47) 0.019 

LINC02381 0.79 (0.65 – 0.96) 0.023 

MYC 1.19 (1.00 – 1.41) 0.040 

NOTCH1 1.35 (1.04 – 1.75) 0.021 

PCNA 1.28 (0.98 – 1.67) 0.061 

POLD1 1.35 (0.98 – 1.85) 0.063 

PRKX 1.48 (1.08 – 2.03) 0.012 

PSAT1 1.24 (1.04 – 1.48) 0.013 

RUNX3 1.41 (1.09 – 1.81) 0.007 

SFRP1 1.13 (0.98 – 1.29) 0.074 

SNAI1 1.42 (1.05 – 1.90) 0.020 

SPRY2 1.35 (1.05 – 1.74) 0.017 

TTYH1 1.22 (1.06 – 1.41) 0.005 
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4.5 – Associazione tra sottotipi intrinseci del carcinoma mammario e 

sopravvivenza globale 

 

Si è quindi andati a valutare l’associazione tra il sottotipo intrinseco valutato 

mediante espressione genica e la sopravvivenza globale dall’intervento 

neurochirurgico.  

Considerando l’intera coorte dello studio, la sopravvivenza globale mediana 

dall’intervento neurochirurgico è stata di 19.3 mesi (95% CI 13.20 – 25.40). 

Abbiamo osservato una differenza numerica nella sopravvivenza globale 

dall’intervento sulla base del sottotipo intrinseco di carcinoma mammario 

valutato mediante gene-expression analysis: la sopravvivenza globale 

mediana è stata di 8.7 mesi (95% CI 6.57 – 10.83) per pazienti con metastasi 

cerebrali basal-like, pari a 22.10 mesi (95% CI 15.77 – 28.43) per pazienti 

con metastasi HER2-enriched ed infine di 33.30 (95% CI 10.86 – 55.74) per 

pazienti con metastasi luminal B (Figura 4). Tale differenza non è risultata 

statisticamente significativa (p=0.236), tuttavia è stato osservato un trend 

verso una peggior prognosi per i pazienti le cui metastasi cerebrali 

presentavano un sottotipo basal-like rispetto agli altri sottotipi (p=0.089). 
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Figura 4: Sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico, stratificata per sottotipo 
intrinseco valutato sulle metastasi cerebrali (il sottotipo normal-like non è stato riportato in 

quanto presente in solo un caso). 

 
 

 

L’impatto prognostico negativo del sottotipo basal-like si è osservato in 

particolar modo nel sottogruppo di pazienti con metastasi HR+/HER2-. In 

tale sottogruppo di pazienti, i pazienti con metastasi cerebrali basal-like 

presentavano una mediana di sopravvivenza globale pari di 8.7 mesi (95% CI 

7.5-9.9), simile a quanto riscontrato in pazienti con metastasi cerebrali HR-

/HER2-, mentre pazienti con altro sottotipo presentavano una mediana di 

sopravvivenza globale pari di 22.1 mesi (95% CI 7.2-37.0) (log-rank 

p=0.056). (Figura 5) 

Figura 5: Sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico nelle metastasi basal-like 
rispetto a metastasi HER2-enriched e luminal B, nel sottogruppo di pazienti con metastasi 

HR+/HER2-. 

 



41 
 

 

4.6 – Associazione tra signature geniche dell’algoritmo PAM50 e 

sopravvivenza globale 

 

Tenuto conto che il dato precedentemente osservato potrebbe almeno in parte 

essere impattato al numero relativamente basso di casi di metastasi cerebrali 

basal-like incluse nella nostra coorte di studio (N=24, 37%), siamo quindi 

andati a valutare in maniera più approfondita l’associazione tra l’espressione 

delle signature del PAM50 (variabili continue) e la sopravvivenza globale 

dall’intervento neurochirurgico mediante un modello di Cox univariato.  

Tale analisi ha permesso di individuare come una maggior espressione della 

signature basal-like del PAM50 sia significativamente associata ad una 

peggior prognosi (HR 2.70, 95% CI 1.01 – 7.17; p=0.046), mentre non è stata 

osservata una associazione statisticamente significativa tra sopravvivenza 

globale e le altre signature geniche del PAM50 (Tabella V). 

  

Tabella V: Analisi univariata dell'associazione tra le singole signature geniche del PAM50 
e la sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico (HR per incremento unitario di 

espressione della signature). 

 HR (95% CI) p-value 

Basal-like 2.70 (1.01 – 7.17) 0.046 

HER2-enriched 0.60 (0.16 – 2.23) 0.452 

Luminal A 0.26 (0.05 – 1.21) 0.086 

Luminal B 0.36 (0.08 – 1.51) 0.164 

Normal-like 2.45 (0.44 – 13.63) 0.306 

 

 

La peggior prognosi associata ad una elevata espressione della signature 

basal-like è stata inoltre confermata all’analisi multivariata, dopo correzione 

per il sottotipo immunoistochimico di carcinoma mammario (Tabella VI). 
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Tabella VI: Analisi multivariata dell'associazione tra le singole signature del PAM50 e la 
sopravvivenza globale dall'intervento neurochirurgico, corretta per sottotipo 

immunoistochimico di metastasi cerebrale. 

 HR (95% CI) p-value 

Basal-like 5.14 (1.14 – 23.21) 0.032 

HER2-enriched 1.04 (0.21 – 5.02) 0.958 

Luminal A 0.14 (0.01 – 1.20) 0.074 

Luminal B 0.25 (0.03 – 1.66) 0.152 

Normal-like 1.98 (0.27 – 14.28) 0.495 
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6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI  

 

Il carcinoma mammario è una patologia estremamente diffusa dal punto di 

vista epidemiologico ed è ben noto come rappresenti una patologia 

estremamente eterogenea dal punto di vista biologico. La valutazione dei 

profili di espressione genica è una delle tecniche più utilizzate ad oggi per 

studiare l’eterogeneità biologica del carcinoma mammario, essendo già 

utilizzato in pratica clinica al fine di migliorare la definizione prognostica e 

guidare quindi le scelte terapeutiche nell’ambito del carcinoma mammario  in 

stadio precoce ed essendo attualmente utilizzato per la selezione dei pazienti 

in alcuni studi clinici ora in corso nell’ambito del carcinoma mammario 

metastatico. Alla luce della nota potenziale eterogeneità biologica tra 

neoplasia primitiva e metastasi, oltre che tra lesioni a distanza in differenti 

sedi metastatiche, una caratterizzazione molecolare di questo tipo diventa 

pertanto particolarmente rilevante nelle lesioni metastatiche. 

In tale contesto, l’oggetto del presente studio è l’analisi del profilo di 

espressione genica di metastasi cerebrali da neoplasia mammaria provenienti 

da una coorte multicentrica di 65 pazienti sottoposte a neurochirurgia 

nell’ambito della pratica clinica. 
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Nell’ambito della nostre coorte di studio, l’analisi delle caratteristiche 

clinico-patologiche dei pazienti non ha permesso di identificare i fattori 

prognostici ad oggi consolidati in tale setting, contrariamente a quanto 

riportato in letteratura.(32) Tale osservazione può essere spiegata dalla ridotta 

numerosità della casistica e dal fatto che si tratti di una popolazione altamente 

selezionata di pazienti, in quanto tutti i pazienti inclusi sono stati sottoposti a 

neurochirurgia (un trattamento con indicazioni molto stringenti nell’ambito 

di questa patologia). In linea con tale criterio di inclusione, infatti, è stata 

osservata un’alta prevalenza (80%) di metastasi cerebrali isolate, che 

rappresenta lo scenario in cui più facilmente viene proposto un intervento 

neurochirurgico. Allo stesso modo, la presenza di malattia extracranica alla 

diagnosi di metastasi cerebrali è stata riscontrata in non più della metà dei 

pazienti, mentre un Karnofsky Performance Status di almeno 70 è stato 

osservato in più del 90% dei pazienti. Questi dati suggeriscono ulteriormente 

come si tratti di una coorte selezionata con caratteristiche prognostiche 

favorevoli. 

L’algoritmo PAM50 si basa sulla valutazione quantitativa dell’espressione di 

50 geni selezionati ed è lo strumento che consente di giungere alla definizione 

più precisa del sottotipo molecolare intrinseco, rappresentando ad oggi una 

tecnica consolidata di classificazione dell’eterogeneità biologica nell’ambito 

del carcinoma mammario ed un noto indicatore prognostico. La 

determinazione del sottotipo molecolare intrinseco delle metastasi cerebrali 

mediante PAM50 ha permesso di osservare una maggior prevalenza dei 

sottotipi non luminali, in particolare del sottotipo HER2-enriched, rispetto a 

quanto potrebbe essere atteso sulla base della letteratura, tenuto conto della 

distribuzione della nostra coorte di pazienti in termini di sottogruppi 

immunoistochimici. Tale risultato è in linea con quanto osservato in altri studi 

che hanno riportato un aumento dell’espressione del gene ERBB2 nelle 

metastasi cerebrali rispetto alla neoplasia primitiva, segno di un mutamento 

della biologia delle cellule neoplastiche al momento della loro localizzazione 

in sede cerebrale.(62) 
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Infatti, in base ai dati di letteratura, considerando una coorte di 87 neoplasie 

in stadio precoce categorizzate come HR+/HER2- all’immunoistochimica, 

solo una quota minoritaria viene classificata in sottotipi non-luminali dal 

PAM50: il sottotipo basal-like è riportato nel 7% dei casi, mentre l’HER2-

enriched nel 2%. La grande maggioranza delle neoplasie primitive è infatti 

categorizzata come sottotipo luminale, in particolare il 71% dei campioni 

viene descritto come luminal A ed infine il 20% come luminal B(64). 

Nella nostra casistica invece i sottotipi non-luminali rappresentano 

complessivamente la maggioranza delle metastasi cerebrali HR+/HER2- 

(basal-like 24% e HER2-enriched 28%, rispettivamente). 

Da ampi studi già condotti su tumori primari classificati come HER2+ 

all’immunoistochimica, emerge come il sottotipo HER2-enriched rappresenti 

abitualmente meno della metà dei casi (45-50%), seguito da una quota 

significativa di neoplasie luminali e basal-like: il luminal B è descritto nel 18-

28% dei casi, seguito dal luminal A nell’11-23% delle neoplasie e infine dal 

sottotipo basal-like nel 7-14%(65). Tale distribuzione risulta chiaramente 

diversa da quanto riscontrato nelle metastasi cerebrali oggetto del nostro 

studio, in cui il sottotipo HER2-enriched si ritrova nell’84% dei casi.  

Questi risultati suggeriscono un potenziale interesse clinico nel 

ricaratterizzare la malattia cerebrale anche da un punto di vista molecolare. 

L’individuazione di neoplasie HER2-enriched non individuabili come 

HER2+ all’IHC potrebbe potenzialmente suggerire la possibilità di ampliare 

le possibilità terapeutiche mediante l’impiego di trattamenti target anti-

HER2, che spesso hanno dimostrato rilevanti dati di attività a livello 

cerebrale. Infatti, recentemente lo studio HER2CLIMB ha dimostrato come 

l’utilizzo di tucatinib in combinazione con trastuzumab e capecitabina sia in 

grado di migliorare la sopravvivenza di pazienti con metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario HER2+ asintomatiche anche in assenza di terapia 

locale e sia anche in grado di rallentare la comparsa di ulteriori lesioni in sede 

cerebrale(66). Alti tassi di risposta a livello cerebrale sono stati descritti anche 

con trastuzumab deruxtecan, sia nel contesto di metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario HER2+ che nel contesto del carcinoma mammario 

HER2-low (67).  

 



46 
 

 

Ad oggi non ci sono chiari dati relativi alla possibilità di utilizzare trattamenti 

target anti-HER2 in pazienti con neoplasie HER2-negative/HER2-enriched. 

Tuttavia, in tale contesto è interessante considerare i risultati di un’analisi 

traslazionale retrospettiva dello studio EGF30008: tale studio ha valutato 

l’aggiunta di lapatinib a letrozolo in pazienti con carcinoma mammario 

metastatico HR+, includendo nella coorte anche un nutrito sottogruppo di 

pazienti con malattia HER2-. L’analisi retrospettiva è stata condotta su 821 

campioni di neoplasie (86% provenienti da tumori primari, 14% da metastasi) 

e ha rilevato un significativo miglioramento della sopravvivenza libera da 

progressione legato alla aggiunta di lapatinib alla terapia ormonale 

selettivamente nel sottogruppo di pazienti con carcinoma mammario 

HR+/HER2-/HER2-enriched. Tali risultati, uniti ai risultati del nostro studio, 

potrebbero potenzialmente suggerire la potenzialità di indagare all’interno di 

studi clinici il potenziale utilizzo di TKI di nuova generazione in 

combinazione con chemioterapia anche nel contesto di pazienti con metastasi 

cerebrali HR+/HER2- identificate come HER2-enriched secondo PAM50(68). 

 

Anche al di fuori del possibile utilizzo di trattamenti anti-HER2, vi sono 

alcuni dati che indicano come, nel setting metastatico, il sottotipo molecolare 

intrinseco possa avere un potenziale impatto sul beneficio tratto dal 

trattamento che, se confermato, potrebbe essere utilizzato come un fattore 

predittivo di risposta alla terapia. Tale possibilità è stata esplorata in una 

analisi traslazionale combinata degli studi MONALEESA(69) che si 

proponeva di studiare il valore predittivo e prognostico del sottotipo 

molecolare intrinseco in carcinomi mammari avanzati HR+/HER2- trattati 

con ormonoterapia e ribociclib. Questa analisi ha evidenziato come i pazienti 

con carcinomi mammari HR+/HER2- categorizzati come basal-like secondo 

PAM50 non solo presentassero la peggior prognosi, ma non sembrassero 

trarre beneficio dall’aggiunta di ribociclib al trattamento. Se confermato tale 

dato potrebbe rappresentare un fattore predittivo negativo di risposta alla 

suddetta terapia e la possibilità di trattare i pazienti con tali caratteristiche con 

chemioterapia e immunoterapia (analogamente a quanto avviene per il 

carcinoma mammario triplo-negativo) invece che con terapia 

ormonale+CdK4/6 inibitori è attualmente al vaglio nell’ambito dello studio 
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HARMONIA.   

Infine, per quanto riguarda le metastasi HR-/HER2-, i risultati ottenuti 

concordano sostanzialmente con quanto già osservato nei tumori primitivi 

TNBC(70) e coincidono con quanto atteso sulla base del profilo 

immunoistochimico: il sottotipo basal-like è risultato nettamente prevalente 

(84%) e l’HER2-enriched si ritrova nel 16% dei casi. Si riscontra quindi la 

presenza dei sottotipi non luminali nella totalità dei casi.  

 

Infine, è stata indagata l’associazione tra i sottotipi molecolari riscontrati e la 

sopravvivenza globale. La signature basal-like è risultata associata ad una 

peggior prognosi, tanto che pazienti con metastasi HR+/HER2- aventi 

sottotipo intrinseco basal-like raggiungono una sopravvivenza globale pari a 

9.0 mesi, che è quanto si riscontra anche in pazienti con metastasi HR-/HER2. 

Tale risultato conferma precedenti osservazioni di letteratura che hanno 

riportato come la determinazione del sottotipo molecolare mediante PAM50 

possa aggiungere informazioni prognostiche alla sola valutazione 

immunoistochimica. Questa osservazione risulta particolarmente rilevante 

nel contesto delle metastasi cerebrali da carcinoma mammario alla luce delle 

significative discordanze già descritte tra la classificazione secondo i sottotipi 

intrinseci secondo PAM50 e la classificazione del carcinoma mammario 

secondo immunoistochimica.  

L’analisi del profilo di espressione genica delle metastasi cerebrali ha inoltre 

permesso di individuare un impatto prognostico di 37 geni. La significatività 

di tale associazione è stata confermata dopo correzione per sottotipo per 33 

geni.  

La valutazione prognostica di pazienti con metastasi cerebrali da carcinoma 

mammario è estremamente rilevante al fine di determinare le migliori 

strategie terapeutiche per queste pazienti.  A tale fine sono disponibili score 

prognostici già attualmente in uso in pratica clinica, come il Graded 

Prognostic Assessment. Tale score si compone di diversi fattori prognostici 

clinici già noti in letteratura; l’aggiunta di dati biologici, quali l’espressione 

di specifici geni o il sottotipo intrinseco valutato mediante l’analisi 

dell’espressione genica potrebbe potenzialmente permettere una migliore 

valutazione prognostica in pazienti con metastasi cerebrali e tale dato 
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potrebbe supportare il clinico nella scelta della più adeguata strategia 

terapeutica. Tale possibilità è ad oggi limitata dall’invasività delle tecniche 

che permettono di acquisire dati biologici sulle metastasi cerebrali. Al fine di 

poter ipotizzare l’implementazione di tali conoscenze anche nella pratica 

clinica è indispensabile indagare la possibilità di ottenere tali informazioni 

biologiche in maniera non invasiva, mediante tecniche quali la biopsia liquida 

o radiomica. 

Questo studio presenta alcune limitazioni. 

In primis, sono stati reclutati solo pazienti sottoposti ad asportazione 

neurochirurgica delle lesioni encefaliche, opzione generalmente riservata a 

soggetti in buono stato di salute (KPS  ≥ 70) e con un numero di lesioni 

cerebrali limitato, generalmente non superiore a 3. Questo ha inevitabilmente 

generato una popolazione di pazienti altamente selezionati ed a buona 

prognosi. Trattandosi quindi di uno studio condotto in una popolazione 

fortemente selezionata di pazienti non è quindi chiaro quanto i risultati 

ottenuti possano essere effettivamente generalizzabili a tutti i pazienti con 

metastasi cerebrali da carcinoma mammario.  

Inoltre, va precisato che la numerosità della coorte studiata era limitata, a 

causa della rarità clinica della disponibilità di materiale istologico da 

metastasi cerebrali. Questo da un lato potrebbe aver limitato la potenza 

statistica dello studio nella valutazione dell’impatto prognostico del sottotipo 

intrinseco, dall’altro, data la natura esploratoria e generatrice di ipotesi delle 

analisi condotte, non abbiamo adottato in questo studio strategie di correzione 

per confronti multipli. Tale approccio, volto a massimizzare la generazione 

di ipotesi di lavoro per studi futuri, può tuttavia aumentare il rischio di 

osservare risultati falsamente positivi. 

Tuttavia, va anche sottolineato come lo studio presenti dei rilevanti punti di 

forza. La coorte analizzata rappresenta infatti una delle casistiche più ampie 

fino ad ora analizzate e pubblicate per quanto concerne le metastasi cerebrali 

da carcinoma mammario.  

  

Concludendo, il presente studio suggerisce come le metastasi cerebrali da 

carcinoma mammario possano presentare specifiche caratteristiche 

biologiche con una elevata prevalenza di sottotipi intrinseci non-luminali. 
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Tali informazioni biologiche potrebbero avere un potenziale ruolo nella 

determinazione della prognosi dei pazienti affetti da metastasi cerebrali  e 

potenzialmente, se adeguatamente esplorate in studi futuri, potrebbero 

potenzialmente presentare anche un impatto sulle strategie terapeut iche 

utilizzate. 
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