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Metastasiertes Mammakarzinom

Mit einer Inzidenz von 2,3 Millionen und einer Mortalitat von 0,7 Millionen Fallen pro
Jahr ist das Mammakarzinom (BC) die am haufigsten diagnostizierte Krebserkrankung
und die funfthaufigste Ursache fur Krebssterblichkeit bei Frauen weltweit [1]. BC ist fur
einen von vier Karzinomfallen und einen von sechs Karzinomtodesfallen bei Frauen
verantwortlich [1]. Die Sterblichkeitsraten sind in den meisten Industrielandern
zurickgegangen und stehen in engem Zusammenhang mit dem BC-Subtyp, der
Ethnie und der verfugbaren onkologischen Versorgung [1-3]. Das
fortgeschrittene/metastasierte Mammakarzinom (MBC) ist eine behandelbare, aber im
Allgemeinen eine unheilbare Erkrankung mit einem medianen Gesamttberleben (OS)
von 2 bis 3 Jahren und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 25 % [2, 4, 5]. Das
Ziel der Behandlung ist es, eine langfristige Krankheitskontrolle bei einer
angemessenen gesundheitsbezogenen Lebensqualitat (Health-Related Quality of Life,
HRQoL) zu erreichen und so eine Krankheitschronifizierung mit Behandlungsoptionen
zu etablieren, die einen optimalen therapeutischen Index bieten [6]. In den letzten
Jahren haben die Therapieoptionen fir MBC stetig zugenommen. Bei der Wahl der
Behandlung sollten mehrere Faktoren bertcksichtigt werden. Neben der Bestimmung
des Hormonrezeptor (HR)- und des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor 2 (HER2)-Status einer metastasierten Lasion sollten auch andere Faktoren,
die im Zusammenhang mit einer mdoglichen Behandlung mit zielgerichteten
Substanzen stehen, ermittelt werden. Der breast cancer gene (BRCA)-
Keimbahnstatus und der phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha (PIK3CA)-Mutationsstatus bei HR-positivem sowie der programmed
death-ligand 1 (PD-L1)-Status bei triple-negativem Mammakarzinom (TNBC) kénnen
fur die Behandlungsempfehlung relevant sein. Biologisches Alter, Menopausenstatus,
Tumorlast, Komorbiditaten und frihere Therapien mit deren Toxizitaten sind ebenfalls
malfigeblich bei der Entscheidungsfindung [2, 4, 7, 8].

Metronomische Chemotherapie

Die metronomische Chemotherapie (MCT), die eine kontinuierliche Verabreichung
konventioneller Chemotherapeutika in niedriger Dosierung beschreibt, wurde erstmals
Anfang 2000 von Hanahan und Kerbel erwahnt [9, 10]. Seitdem haben zahlreiche
Studien mit MCT vielversprechende Ergebnisse gezeigt. Die meisten Daten stammen

aus retrospektiven Studien und Phase-II-Studien, wobei BC die am besten untersuchte
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Tumorentitat darstellt [11]. Aufgrund der nachgewiesenen Wirksamkeit und der guten
Vertraglichkeit wird die MCT zunehmend als mdgliche Behandlungsoption fur
verschiede Malignome wahrgenommen [2, 4, 12, 13].

In Abgrenzung zur MCT basiert das Konzept der konventionellen Chemotherapie
(CCT) auf der maximal tolerablen Dosis (MTD), die in 2- bis 4-w6chigen Abstanden
verabreicht wird. Das Ziel dieses Therapieschemas ist es, schnell teilende Zellen
anzugreifen und so viele maligne Zellen wie méglich abzutéten [9]. Dartber hinaus
werden jedoch auch benigne schnell proliferierende Zellen von diesem
Therapieschema betroffen. Daher kommen unerwinschte Ereignisse wie Mukositis,
Myelosuppression und Alopezie haufig vor und stellen klinisch relevante
Folgeerscheinungen mit einer Verschlechterung der HRQoL und Therapielimitierung
dar [14]. Insbesondere beim fortgeschrittenen Krebsleiden ist die
Krankheitschronifizierung mit einer Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
(PFS) und OS bei gleichzeitiger Erhaltung der HRQoL das wichtigste Ziel der
Behandlung. In diesem Zusammenhang scheint MCT aufgrund ihrer Eigenschaften
eine sehr gut praktikable Therapieoption darzustellen. Die orale Verabreichung von
MCT ist sicher, einfach zu handhaben und ermoglicht eine flexible
Medikamentendosierung [15, 16]. Dosisanhaufungen, die mit nicht tolerierbaren
Nebenwirkungen einhergehen, sind selten, sodass die Medikamente Uber langere
Zeitraume verabreicht werden konnen [17, 18]. Dartber hinaus sind die
Wirkmechanismen nicht primér zytotoxisch, sondern eher indirekt und multimodal,
insbesondere  durch Hemmung der Angiogenese, Immunmodulation und
Auswirkungen auf das Tumorstroma [19-22]. Demzufolge sind die typischen
zytotoxischen Nebenwirkungen unter MCT deutlich seltener im Vergleich zur CCT [17,
23-26]. Schlief3lich wird davon ausgegangen, dass MCT nicht einfach nur eine andere
Verabreichungsart der CCT ist, sondern eine vollig andere Behandlungsoption darstellt
[16, 20, 27-29].

Wirkmechanismen der metronomischen Chemotherapie

Im Vergleich zur CCT, die auf der Zytotoxizitat der MTD beruht, sind die zytotoxischen
Effekte der MCT, die in viel niedrigeren Dosen verabreicht wird, zwar nachweisbar,
aber nicht entscheidend fur die antitumorale Antwort [20, 30]. Die

Hauptwirkmechanismen von MCT sind sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf
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Tumorzellen und insbesondere deren Mikroumgebung durch Antiangiogenese und
Stimulation der Immunantwort [9, 19, 20, 27, 31].

In der Annahme, dass Zytostatika antiangiogene Eigenschaften aufweisen, verglichen
Browder et al. die Wirkung von Cyclophosphamid (CTX) in einer konventionellen und
einer kontinuierlichen niedrigen Dosierung. Sie zeigten, dass kontinuierliche niedrig
dosierte Verabreichung von CTX bei resistenten BC-Zellen wirksamer war als CTX in
einer Standarddosierung. Inzwischen ist bekannt, dass eine niedrig dosierte
Chemotherapie die Vermehrung und Zirkulation von Tumorendothelzellen und
endothelialen Vorlauferzellen hemmt. Auf3erdem reduziert sie die Differenzierung
unreifer Endothelzellen und moduliert pro- und antiangiogene Molekule [12, 22, 32,
33]. Es wurde gezeigt, dass die Synthese von Thrombospondin 1 (TSP-1), einem
Glykoprotein, das die Angiogenese hemmt, nach der Behandlung mit niedrig dosiertem
CTX in Endothelzellen und Plasma eines Mausmodells erhéht war [34]. MCT fuhrt
auch zu einer erhdhten Expression anderer antiangiogener Faktoren, wie Vasohibin
und Endostatin [22, 35, 36]. AuRBerdem hemmt MCT die Expression von
proangiogenen Faktoren, wie dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF), dem Rezeptor fur VEGF 2 (VEGFR)-2, dem aus Thrombozyten gewonnenen
Wachstumsfaktor (PDGF), dem basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) und
dem aus Stromazellen gewonnenen Faktor 1 (SDF-1) [37-39]. Neben diesen Faktoren
wurde gezeigt, dass der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF)-1a, ein
Transkriptionsfaktor, der die Mikroumgebung des Tumors reguliert und die Expression
von VEGF und VEGFR stimuliert, nach der Verabreichung von MCT verringert wird
[40].

Es gibt Hinweise darauf, dass MCT einen positiven Einfluss auf die antitumorale
Immunantwort ausubt. Insbesondere die Hemmung von regulatorischen T-Zellen
(Tregs), myeloiden Suppressorzellen (MDSCs) und die Stimulierung von dendritischen
Zellen kdnnten zu den positiven Effekten der niedrig dosierten MCT beitragen [12, 41,
42]. DarUber hinaus scheint die MCT die Krebsstammzellen (CSCs) anzugreifen, das
einen gunstigen Wirkmechanismus von MCT im Gegensatz zu CCT darstellt. Die
CSCs spielen eine wichtige Rolle bei Rezidivbildung und Metastasierung, unter
anderem weil sie Resistenzen gegenuber der CCT aufweisen und sich regenerieren

kbnnen [12, 43, 44]. Wahrend die antitumorale Antwort der MCT verzogert eintreten
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kann, scheint die Wirkung aufgrund der verminderten Selektion von resistenten
Tumorzellklonen mit einem geringeren Rezidivrisiko jedoch nachhaltiger zu sein [30,
45].

Metronomische Chemotherapie bei metastasiertem Mammakarzinom

Trotz der Vielzahl potenzieller Behandlungsoptionen fur MBC besteht nach wie vor ein
hoher medizinischer Bedarf an neuen Behandlungskonzepten, die eine ausreichende
und langfristige antitumorale Wirkung bei einem (berschaubaren Toxizitatsprofil
bieten. In der letzten Dekade wurden viele neue Substanzen, wie zum Beispiel Cyclin-
abhéngige Kinase (CDK) 4/6-Inhibitoren, Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-
Inhibitoren, Immuncheckpoint-Inhibitoren und Antikérper-Wirkstoff-Konjugate, fur die
Behandlung von MBC etabliert [6, 46-52].

Nach den derzeitigen Erkenntnissen sollte bei HR-positivem, HER2-negativem MBC
ohne Vorliegen einer ausgepragten viszeralen Beteiligung, die sogenannte viszerale
Krise, eine endokrin-basierte Therapie in Kombination mit CDK 4/6-Inhibitoren als
erste Wahl durchgefiihrt werden. Im Falle einer endokrinen Resistenz empfehlen die
Leitinien eine Monochemotherapie als bevorzugte Wahl bei MBC. Eine
Polychemotherapie sollte Patient:innen mit einem raschen klinischen Fortschreiten,
lebensbedrohlichen viszeralen Metastasen und/oder bei der Notwendigkeit einer

raschen Symptom-/Krankheitskontrolle vorbehalten sein [2, 8].

Es ist von groRem Interesse, neue Therapieoptionen zu entwickeln, die den Zeitraum
zwischen dem endokrinen Versagen und CCT verlangern, wobei letztere mit potenziell
schwerwiegenden Nebenwirkungen und einer Beeintrachtigung der HRQoL
verbunden ist [6, 7]. In Anbetracht der Tatsache, dass das therapeutische Ziel bei MBC
einerseits die Krankheitskontrolle und andererseits die Aufrechterhaltung der HRQoL
ist, stellt die MCT eine wertvolle Therapieoption dar. Sie kann insbesondere
asymptomatischen Patient:innen ohne einen hohen Remissionsdruck angeboten
werden [2, 15, 53].

Verfugbare Substanzen und ihre Wirksamkeit
Die meisten Daten zur MCT beim MBC stammen aus retrospektiven Studien und

Phase-II-Studien [11, 14, 16]. Die am haufigsten verwendeten Wirkstoffe sind oral
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verfugbare Zytostatika wie CTX, Methotrexat (MTX), Capecitabin (CAPE) und
Vinorelbin (VRL), wobei haufig eine Kombination von Wirkstoffen eingesetzt wird. Die
Wirksamkeit der MCT wird in vielen Studien durch die Bestimmung der
Krankheitskontrollrate (disease control rate, DCR) oder der klinischen Benefit-Rate
(clinical benefit rate, CBR) nach 24 Wochen Behandlung definiert. Die DCR/CBR
umfasst eine komplette Remission (CR), partielle Remission (PR) und eine stabile
Erkrankung (SD). In der grof3ten multizentrischen retrospektiven Studie VICTOR-6, die
Daten von 597 MBC-Patientinnen mit MCT gesammelt hat, erhielten die meisten
Patientinnen (79,3 %) eine Monotherapie (VRL 34,6 %, CAPE 22,3 % und CTX
20,7 %). Die Verwendung von VRL- und CTX-basierten Schemata nahm wéahrend des
Beobachtungszeitraums zu (2011: 16,8 % und 17,1 %, 2016: 29,8 % und 25,6 %) [26].
Im deutschsprachigen Raum gehért die Kombination von CTX und MTX zu den am
haufigsten verwendeten metronomischen Therapieregimes [8]. Dies konnte auch in
unserer Real-World-Analyse (I) beoabachtet werden. Fur diese retrospektive Analyse
wurden MBC-Patientinnen ausgewahlt, die zwischen Februar 2009 und Dezember
2021 in der Klinik und Poliklinik fur Geburtshilfe und Frauengesundheit der
Universitdtsmedizin Mainz eine MCT in Form von oralem

CTX 50 mg einmal taglich und MTX 2,5 mg jeden zweiten Tag,

CTX 50 mg taglich und CAPE 500 mg dreimal taglich,

CTX 50 mg einmal taglich alleine oder

VRL 30 mg einmal taglich alleine

fur mindestens vier Wochen erhalten hatten. Patientinnen mit HER2-positiven
Tumoren und Patientinnen, bei denen eine weitere Krebserkrankung vorlag, wurden
ausgeschlossen. Patientinnen, die bis zum Stichtag im Marz 2022 nicht gestorben

waren oder deren Krankheit nicht fortgeschritten war, wurden zensiert.

Insgesamt wurden 72 Patientinnen ausgewertet. CTX/MTX war mit dem Anteil von
86,1 % aller Patientinnen das haufigste metronomische Therapieschema, gefolgt von
VRL bei 6,9 %, CTX/CAPE bei 4,2 % und CTX bei 2,8 % der Patientinnen. In unserer
Kohorte wurde keine Begleitbehandlung, wie Strahlentherapie, endokrine oder
zielgerichtete Therapie, durchgefiihrt. Der Grof3teil der Patientinnen (86,1 %) wies vor
Beginn der MCT einen Krankheitsprogress unter der vorherigen Therapie auf. In
Bezug auf DCR = 24 Wochen Behandlung, PFS und OS konnten wir keine

signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen metronomischen Schemata
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feststellen [54]. In einer Meta-Analyse von Liu et al. mit insgesamt 1360 Patient:innen
zeigte sich in den Subgruppenanalysen ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der
CBR zwischen den verschiedenen metronomischen Wirkstoffen sowie zwischen der

metronomischen Monochemotherapie und den Kombinationsschemata [55].

Die ubliche Verabreichung von MTX in der CTX/MTX-Kombination ist 2,5 mg zweimal
taglich am Tag 1 und 4/Woche [18, 23, 38, 56, 57]. In allen unseren Analysen (I-111)
wurde MTX in einer Dosis von 2,5 mg jeden zweiten Tag kontinuierlich verabreicht, um
die Dosierung moglichst zu vereinfachen und die Compliance der Patientinnen zu
verbessern. Im Vergleich zur MTX-Verabreichung aus alteren Studien konnten wir
vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der Wirksamkeit und des Nebenwirkungsprofils
feststellen [54, 58, 59].

VRL weist eine gute Wirksamkeit und ein gunstiges Sicherheitsprofil auf und zahit
damit zu den Standardtherapieoptionen bei der Behandlung des MBC [60, 61]. Die
orale Verabreichung von VRL zeigt gegenuber der intravendsen Gabe eine
vergleichbare Wirksamkeit und bietet gleichzeitig die zusétzlichen Vorteile einer oralen
Behandlung [62-65]. Die meisten Studien zur MCT mit VRL in Kombination mit anderen
metronomischen Substanzen wie CTX und CAPE beziehen sich auf die Gabe von 30-
50 mg VRL am Tag 1, 3 und 5/Woche [66-70]. Bei der VRL-Monotherapie werden
verschiedene Dosierungen verwendet, wie zum Beispiel VRL 30 mg jeden zweiten Tag
in der Studie von De luliis et al. [71] oder VRL 70 mg/m? am Tag 1, 3 und 5/Woche fir
drei Wochen gefolgt von einer Woche Pause in den Studien von Addeo et al. [72] und
Liu et al. [17]. Bei Patient:innen mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom war die
tagliche Gabe von VRL bis zu 40 mg gut vertraglich [73, 74]. In unserer prospektiven
Phase-II-Studie VinoMetro (IV) wurde zum ersten Mal ein metronomisches Schema
mit einer taglichen oralen VRL-Gabe von 30 mg bei Patientinnen mit einem HR-
positiven, HER2-negativen MBC nach endokriner Resistenz untersucht [75].
VinoMetro war eine multizentrische, offene, einarmige Phase-II-Studie, die von der
Universitatsmedizin Mainz geférdert wurde und Patientinnen in zwei Zentren zwischen
Januar 2017 und April 2019 eingeschlossen hat. Die VinoMetro-Studie bestétigte die
Ergebnisse friherer Studien zum metronomischen VRL nicht, wobei die Studie nach
Einschluss von neun Patientinnen aufgrund einer Toxizitat Grad 5 friihzeitig beendet
wurde [17, 71, 72].
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Die verfugbaren Studien zu MCT umfassen oft kleine, heterogene Patienten-
populationen mit unterschiedlichen Wirkstoffen und unterschiedlichen Dosierungen.
Dartber hinaus werden die metronomischen Wirkstoffe haufig miteinander und mit
anderen Substanzen kombiniert. Aufgrund dieser Tatsachen lasst es sich nicht sagen,
welcher Wirkstoff oder welche Wirkstoffkombination am besten fir den Einsatz der
MCT geeignet ist. Daher werden derzeit alle vier oral verfigbaren Substanzen (CTX,
MTX, CAPE und VRL) als Option fir eine metronomische Behandlung empfohlen,
wobei bisher nicht klar ist, welche Substanz bzw. welche Kombination die hdchste
Effektivitat aufweist und welches Patientenkollektiv am meisten von der Therapie

profitieren kann [2, 4, 28].

Zur Beurteilung der Wirksamkeit der metronomischen Kombination CTX/MTX wurden
Patientinnen mit MBC, die die orale Kombination von CTX 50 mg einmal taglich und
MTX 2,5 mg jeden zweiten Tag in der Klinik und Poliklinik fur Geburtshilfe und
Frauengesundheit der Universitdtsmedizin Mainz zwischen 2009 und 2015 erhalten
haben, retrospektiv beurteilt (II). Die Wirksamkeit der MCT wurde mittels DCR = 24
Wochen Behandlung, PFS und Dauer des Ansprechens (duration of response, DoR),
definiert als die Zeit von der Dokumentation des Tumoransprechens bis zum

Krankheitsprogress, bestimmt.

Insgesamt wurden in der Kohortenanalyse mit der CTX/MTX-Kombination (lI) 35
Patientinnen ausgewertet. Das mediane Alter betrug 64 (35-83) Jahre und die mediane
Anzahl der Chemotherapielinien einschlie3lich MCT war 2 (1-8). Im Median zeigten
die Patientinnen 2 (1-4) verschiedene Metastasenlokalisationen; die haufigsten
Lokalisationen waren Knochen (20 Patientinnen), Leber (17 Patientinnen) und Lunge
(13 Patientinnen). 24 Patientinnen wiesen eine HR-positive und 11 Patientinnen eine
triple-negative Erkrankung auf. Die DCR = 24 Wochen wurde bei 11 (31,4 %)
Patientinnen erreicht. Eine (2,9 %), sechs (17,1 %) und vier (11,4 %) Patientinnen
erreichten CR, PR und SD. Das mediane PFS betrug 12 (6-86) Wochen. 15 (43 %)
Patientinnen zeigten ein Therapieansprechen. Die mediane DoR lag bei 22 (8-74)
Wochen [58]. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch unsere Real-World-Analyse (I) mit
einer DCR = 24 Wochen von 31,9 % sowie frihere Studien zur CTX/MTX-
Kombinationsbehandlung (DCR = 24 Wochen von 31,2-36,6 %) [18, 23, 54, 76]. In
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unserer Analyse (1), in die 86,1 % der Patientinnen nach einem Krankeitsprogress und
6,9 % der Patientinnen aufgrund von unerwinschten Nebenwirkungen unter der
vorherigen Therapie eingeschlossen wurden, war CTX/MTX das haufigste
metronomische Regime mit einer DCR = 24 Wochen von 30,6 % [54]. Die Ergebnisse
der CTX/MTX-Kombinationsbehandlung stimmen mit der DCR = 24 Wochen von
31,2 % in der Studie von Lu et al. Uberein, wobei 40,3 % der Patientinnen CTX/MTX
als Erhaltungstherapie erhielten, ohne dass die Krankheit unter der vorangegangenen

Therapie fortgeschritten war [76].

Es gibt jedoch auch Daten mit einer deutlich héheren DCR (74,4-81,0 %) [17, 26, 69,
77]. In der grof3ten retrospektiven Studie VICTOR-6 mit einer DCR von 74,4 % wurde
aber nicht erwahnt, ob die DCR erst nach 24 Wochen Behandlung oder sogar friher
berechnet wurde [26]. In der retrospektiven Studie von Liu et al. erreichten 78,9 % der
Patient:innen eine DCR. Auch in dieser Studie wurde der Zeitpunkt der Bestimmung
der DCR nicht genau angegeben. Aul3erdem hatten nur 28,9 % der Patient:innen einen
Krankheitsprogress unter der vorangegangenen Therapie. Der Grof3teil der
Patient:innen hatte vor Beginn der MCT eine PR (50 %) oder SD (15,6 %) [17].

Neben der Tatsache, dass in Studien teilweise auch Patientiinnen ausgewertet
wurden, die die MCT nicht nur nach Krankheitsprogress sondern auch als
Erhaltungstherapie erhielten, sind die Patientenpopulationen haufig heterogen mit
unterschiedlichen Vorbehandlungen, einem unterschiedlichen Metastasierungs-
ausmal (viszeral versus nicht-viszeral) und einem unterschiedlichen HR- und HER2-
Status. Das kann zur Fehlinterpretation der Ergebnisse fuihren und erschwert den

Vergleich der einzelnen Studien untereinander.

In unserer Real-World-Analyse (I) mit insgesamt 72 Patientinnen, die mit 86,1 % der
Falle die CTX/MTX-Kombination erhalten hatten, wurde ein medianes PFS von 17,0
Wochen [95 % Konfidenzintervall (Cl) 14,5-19,5] beobachtet [54]. Die metronomische
Kombination von CTX und MTX zeigte auch in der Studie von Lu et al. ein
vergleichbares PFS von 4,0 Monaten (95 % CI 3,6-4,7) [76]. In unserer Kohortenstudie
(I mit Patientinnen, die nur CTX/MTX erhalten haben, war das mediane PFS 12 (6-
86) Wochen [58]. Weitere retrospektive Studien zu CTX/MTX-Kombination zeigten

ebenfalls ahnliche Ergebnisse mit einer medianen Zeit bis zum Progress (time to
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progression, TTP) von 4,2 (2-11) Monaten bzw. einem medianen PFS von 2,6 (0,2-
28,9) Monaten [56, 57]. Weadick et al. zeigten mit der Kombination von CTX 50 mg
einmal taglich und CAPE 500 mg dreimal taglich eine durchschnittliche Zeit unter
Therapie von 9,1 (0,4-67,2) Monaten [25]. CAPE als Monotherapie in einer Dosierung
von 1500 mg einmal taglich zeigte eine mediane TTP von 7 (2-36) Monaten [78]. In
der Studie VICTOR-2 wurde die metronomische Kombination von CAPE 500 mg
3x/Tag und VRL 40 mg 3x/Woche untersucht. Das mediane PFS betrug 6,7 Monate
(95 % CI 4,7-11,3) in der Erstlinienbehandlung und 7,2 Monate (95 % CI 2,8-11,5) in
der =2 Zweitlinienbehandlung [67]. In einer weiteren randomisierten Phase-11-Studie von
Brems-Eskildsen et al. wurde die Standard-CAPE-Behandlung mit metronomischem
VRL 50 mg 3x/Woche mit Standard-CAPE/VRL-Behandlung verglichen. Die
metronomische Verabreichung von VRL fihrte zu einem medianen PFS von 6,3
Monaten (95 % CI 4,1-8,5) und zeigte keinen signifikanten Unterschied in der
Wirksamkeit im Vergleich zur Standardbehandlung [66]. Die Kombination von CTX 50
mg einmal taglich, CAPE 500 mg 3x/Tag und VRL 30-40 mg 3x/Woche zeigte bei
Patientinnen mit HR-positivem MBC eine mediane TTP von 25,1 Monaten (95 % CI
14,2-39,1) in der Kohorte ohne Vorbehandlung und eine mediane TTP von 11,2
Monaten (95 % CI 9,2-17,0) in der Kohorte mit Vorbehandlung [69].

Das Behandlungsziel im metastasierten Stadium der Erkrankung ist es, das Uberleben
unter Erhalt der HRQoL zu verlangern. Unsere metronomisch behandelte Kohorte
zeigte in der Real-World-Analyse (1) ein medianes OS von 58,0 Wochen (95 % CI 29,0-
87,0). Ahnlich wie beim PFS konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich OS
zwischen den vier verschiedenen metronomischen Therapieschemata dokumentiert
werden (p=0,127), wobei die CTX/MTX-Kombination mit Abstand am haufigsten
verwendet wurde (86,1 % der Patientinnen) und die Fallzahl in anderen
Therapiegruppen relativ niedrig war [54]. In der chinesischen, mit der CTX/MTX-
Kombination behandelten Bevdlkerung, berichtete Lu et al. ein medianes OS von 26,8
Monaten (95 % CI 20,9-37,7). 59,7 % der Patientinnen wiesen vor Beginn der MCT
einen Krankheitsprogress auf [76]. Im Gegesatz dazu hatten 86,1 % unserer
Patientinnen eine progrediente Erkrankung unter der vorangegangenen Therapie. In
der Studie von Miscoria et al. mit 62 Patient:innen war das mediane OS 7,1 Monate
(0,2-38,3) [57]. Die Autoren beobachteten einen signifikanten Unterschied im

medianen OS durch eine Taxanvorbehandlung. Die Patient:innen unter CTX/MTX-
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Kombination mit Taxanvorbehandlung wiesen ein signifikant kiirzeres medianes OS
von 9,4 Monaten auf im Vergleich zu Patient:innen ohne Taxanvorbehandlung (20,0
Monate) (p=0,04). In der retrospektiven Studie von Gebbia et al. war das mediane OS
14 (4,5-26+) Monate in der CTX/MTX-Kohorte (39 Patient:innen) und 12,8 (4,5-18)
Monate in der CTX-Kohorte (22 Patient:innen) ohne einen signifikanten Unterschied
[56]. In der Studie VICTOR-6 zeigte die metronomische CTX-Monotherapie ein
vergleichbares medianes OS von 14,2 Monaten (95 % CI 9,9-N/A). Die CAPE-
Monotherapie, VRL-Monotherapie und VRL-Kombinationstherapie zeigten jeweils ein
medianes OS von 28,8 Monaten (95 % CI 23,1-37,0), 22,7 Monaten (95 % CI 13,0-
43,5) und 30,0 Monaten (95 % CI 26,2-34,7) [26]. Die randomisierte Studie von Brems-
Eskildsen et al. zeigte bei 58 Patientinnen unter der Kombination von metronomischem
VRL 50 mg 3x/Woche und Standard-CAPE ein ahnliches medianes OS von 22,3
Monaten (95 % CI 14,3-30,3) [66]. Liu et al. konnte in einer retrospektiven Analyse
zeigen, dass die vorangegangene Therapie die Wirksamkeit von metronomischem
VRL 70 mg/m? 3x/Woche beeinflussen kann. Patient:innen, die vor Beginn der MCT
CR oder PR aufwiesen, hatten ein medianes OS von 69,4 Monaten und Patient:innen
mit SD ein medianes OS von 53,4 Monaten. Im Gegensatz dazu war das mediane OS
41,5 Monate bei Patient:innen, die vor Beginn der MCT einen Krankheitsprogress
aufwiesen (p=0,135). Die Daten zur medianen Zeit bis zum Therapieversagen zeigten
sogar einen signifikanten Unterschied in Bezug auf die Vorbehandlung (12,5 Monate
in der CR/PR-Gruppe, 15,1 Monate in der SD-Gruppe und 6,5 Monate in der Gruppe
nach Krankheitsprogress, p=0,015) [17]. In unserer Real-World-Analyse (I) wurde die
Wirksamkeit der MCT mit der Vor- und Nachbehandlung verglichen. Hinsichtlich der
DCR = 24 Wochen und des medianen PFS war die MCT vergleichbar mit der
Vorbehandlung und signifikant besser als die Nachbehandlung [54]. Inwieweit die
Wirksamkeit der MCT das OS verbessern koénnte, bleibt aufgrund mehrerer
Einschrankungen spekulativ. Diese einarmige retrospektive Studie wurde konzipiert,
um die Erfahrungen einer einzelnen Einrichtung zu beschreiben. Ein
studienubergreifender Vergleich mit historischen Kohorten von MBC ist aufgrund der
Heterogenitat der Kohorte, die sowohl Patientinnen in der Erstlinienbehandlung als
auch stark vorbehandelte Patientinnen umfasste, die mit verschiedenen Wirkstoffen
behandelt wurden, schwierig.
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Wirksamkeit im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie

Es gibt nur wenige Studien, in denen die MCT mit den derzeitigen Standardtherapien
verglichen wurde [66, 79]. Dies schrankt die Maoglichkeit ein, die MCT im
Behandlungsalgorithmus fir MBC genau zu positionieren [2, 28]. Aus diesem Grund
haben wir eine Fall-Kontroll-Studie (I1l) durchgefuhrt, in der wir die Wirksamkeit der
MCT mit der CCT in Bezug auf Alter, Ausmal3 der Metastasierung, Anzahl der
vorangegangenen Chemotherapielinien und HR-/HER2-Status verglichen haben.
Patientinnen mit MBC, die eine MCT in Form vom oralen CTX 50 mg einmal taglich
und MTX 2,5 mg jeden zweiten Tag zwischen 2009 und 2018 in der Klinik und Poliklinik
fur Geburtshilfe und Frauengesundheit der Universitadtsmedizin Mainz erhalten haben,
wurden fur diese retrospektive Analyse ausgewahlt. Jede metronomisch behandelte
Patientin wurde mit zwei Patientinnen gematcht, die eine CCT erhielt, wenn die
Matching-Kriterien (Alter bei Therapiebeginn, Anzahl der Metastasenlokalisationen
und der Chemotherapielinien sowie HR-Status) erfullt waren. Begleitende
Behandlungen, wie Strahlentherapie, endokrine oder zielgerichtete Therapien, waren
nicht erlaubt. Patientinnen mit HER2-positiven Tumoren und Patientinnen mit einer

weiteren Krebserkrankung wurden ausgeschlossen.

Insgesamt wurden 120 Patientinnen (40 Falle mit MCT und 80 Kontrollen mit CCT) mit
MBC hinsichtlich der Wirksamkeit der Chemotherapie ausgewertet. 47,5 % der
Patientinnen in der MCT-Gruppe und 51,3 % der Patientinnen in der CCT-Gruppe
erhielten eine (neo-)adjuvante Chemotherapie bei der Erstdiagnose von BC (p=0,847).
Im metastasierten Stadium erhielten 52,5 % der Patientinnen in beiden Gruppen
hdchstens zwei Chemotherapielinien vor Beginn der MCT/CCT. In beiden Gruppen
wiesen 62,5 % der Patientinnen héchstens  zwei  verschiedene
Metastasenlokalisationen auf und 75 % der Patientinnen hatten eine HR-positive
Erkrankung. Sowohl in der MCT- als auch in der CCT-Gruppe waren Knochen (62,5 %
versus 70,0 %, p=0,417), Leber (52,5 % versus 52,5 %, p=1,000) und Lunge (40 %
versus 40 %, p=1,000) die haufigsten Metastasenlokalisationen. In der CCT-Gruppe
wurden am haufigsten CAPE (27,5 %) und pegyliertes liposomales Doxorubicin
(26,3 %) eingesetzt. Taxane wurden bei 17,5 % der Patientinnen und Eribulin bei
12,5 % der Patientinnen verwendet.
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Der primare Endpunkt DCR = 24 Wochen unterschied sich nicht signifikant zwischen
der MCT- und der CCT-Gruppe (30,0 % versus 22,5 %, p=0,380). 12,5 %, 15,0 % und
2,5 % der MCT-Patientinnen bzw. 18,8 %, 3,8 % und 0,0 % der CCT-Patientinnen
zeigten SD, PR bzw. CR. Das mediane PFS betrug 12,0 Wochen in beiden Gruppen,
die Hazard Ratio fiur Progression oder Tod betrug 0,796; 95 % CI 0,541-1,170;
p=0,245. Auch bei der DoR (31,0 versus 20,5 Wochen, p=0,383) und beim
Therapieansprechen (37,5 % versus 30,0 %, p=0,417) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen der MCT- und CCT-Gruppe. Zusammenfassend konnten wir
in unserer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie eine vergleichbare Wirksamkeit
zwischen MCT und CCT zeigen [59]. Auch wenn der retrospektive Charakter die
Aussagekraft der vorgestellten Daten einschrankt, sollten diese Ergebnisse weitere
Bemuhungen zur Untersuchung der MCT als Therapieoption beim MBC unterstitzen.
Es ist von groRer Bedeutung, prospektive Studien zu MCT nach einer endokrin-
basierten Therapie mit CDK 4/6-Inhibitoren zu planen und MCT mit CCT und weiteren
Standardtherapieregimes zu vergleichen.

Wirksamkeit in Abhéangigkeit von Patientencharakteristika

In allen drei retrospektiven Analysen (I-1ll) wurden Subgruppenanalysen durchgefiihrt
[54, 58, 59]. Das Ziel war es, Subgruppen von Patientinnen zu definieren, die am
meisten von dieser Therapieoption profitieren kénnten. Fir die Subgruppenanalysen
wurden die Patientinnen nach Alter bei Beginn der MCT (junger: < medianes Alter
versus alter: > medianes Alter), Anzahl der verschiedenen Metastasenlokalisationen
(ohne multiple Metastasen: < 2 verschiedene Metastasenlokalisationen versus multiple
Metastasen: > 2 verschiedene Metastasenlokalisationen), Anzahl der
vorangegangenen Chemotherapielinien  (nicht stark  vorbehandelt: < 2
Chemotherapielinien versus stark vorbehandelt: 2 2 Chemotherapielinien) und HR-
/HER2-Status (HR-positiv: Ostrogen-/Progesteronrezeptor-positiv und HER2-negativ
versus triple-negativ: Ostrogen-/Progesteronrezeptor-negativ und HER2-negativ). Im
Gegensatz zur Real-World-Analyse (1) und der Fall-Kontroll-Studie (Ill) wurden in der
Kohortenstudie mit CTX/MTX (Il) auch Patientinnen mit einer HER2-positiven
Erkrankung eingeschlossen. Bei den statistischen Analysen wurden die
Zusammenhange zwischen den klinisch-pathologischen Merkmalen und dem
Therapieansprechen mittels Pearson-Chi-Quadrat-Test analysiert. Fur die PFS-, DoR-

und OS-Analysen wurden der Kaplan-Meier-Schatzer und der Log-rank-Test
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verwendet. Das Cox-Regressionsmodell diente zur Schatzung der Hazard Ratio und

des 95 % CI bei den Uberlebenszeitanalysen.

Patientenalter

Derzeit sind altere und gebrechliche Patient:innen mit Begleiterkrankungen, die
aufgrund der Toxizitat keine CCT erhalten kdnnen, die wichtigste Zielgruppe fir den
Einsatz der MCT [2, 28, 53, 80]. In unserer Real-World-Analyse (I) war das mediane
Alter der Kohorte bei der Erstdiagnose MBC 59 (33-86) Jahre und beim Beginn der
MCT 64,5 (35-87) Jahre. Wir konnten zeigen, dass MCT auch eine Behandlungsoption
fur jungere Patient:innen darstellen kann. Das mediane PFS (17,0 Wochen sowohl bei
jungeren als auch bei alteren Patientinnen) und das mediane OS (58,0 Wochen bei
jungeren versus 52,0 Wochen bei alteren Patientinnen) waren hinsichtlich des Alters
ohne signifikante Unterschiede (p=0,389 bzw. p=0,237) [54]. In der Fall-Kontroll-Studie
(111), die die MCT mit CCT verglichen hat, konnten in den Subgruppen ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Alter dokumentiert werden. Das mediane
Alter bei der Erstdiagnose von MBC betrug 59 (33-82) Jahre in der MCT-Gruppe und
59 (28-81) Jahre in der CCT-Gruppe (p=0,544). Das mediane Alter bei Therapiebeginn
betrug 63 (35-83) Jahre und 61 (30-81) Jahre (p=0,230). Das mediane PFS bei
jungeren Patientinnen betrug 15,0 Wochen in der MCT-Gruppe und 14,0 Wochen in
der CCT-Gruppe (p=0,212). 40,0 % der juingeren MCT-Patientinnen und 25,0 % der
jungeren CCT-Patientinnen erreichten DCR = 24 Wochen (p=0,249). Bei alteren
Patientinnen waren die Ergebnisse in beiden Gruppen identisch mit einem medianen
PFS von 12,0 Wochen (p=0,627) und einer DCR = 24 Wochen von 20,0 % (p=1,000)
[59]. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Alter kein entscheidender Faktor
fir den Einsatz von MCT sein sollte. Vielmehr missen die Patient:innen individuell
nach Nutzen-Risiko-Abwagung beraten werden, sodass MCT unter bestimmten
Voraussetzungen auch fir jingere Patient:innen eine Therapieoption darstellt.

Metastasierung

Die Anzahl und die Lokalisation der Metastasen spielen beim MBC eine wichtige Rolle
bei der Therapiewahl und beeinflussen mal3geblich die Prognose der Patient:innen [5,
81-86]. In der Real-World-Analyse (I) wiesen unsere Patientinnen im Median 3 (1-7)
unterschiedliche Metastasenlokalisationen auf. Die von Metastasen betroffenen
Organe waren Knochen (68,1 %), Leber (48,6 %), Lunge (47,2 %), Pleura (27,8 %),
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Weichteile (22,2 %), Peritoneum (18,1 %) und Gehirn (9,7 %) [54]. Die Haufigkeit und
die Lokalisation der Metastasen stimmte mit den Ergebnissen aus unseren weiteren
Studien (Il und IIl) und der Literatur Gberein [58, 59, 81, 86]. Insgesamt hatten 80,6 %
unserer Patientinnen eine viszerale Metastasierung. In der Gesamtpopulation betrug
die DCR 2= 24 Wochen 31,9 % und das mediane PFS betrug 17,0 Wochen (95 % CI
14,5-19,5). In der Studie haben wir keine Subgruppenanalyse hinsichtlich einer
viszeralen Metastasierung durchgefiihrt. In der VinoMetro-Studie (IV) wiesen alle
Patientinnen eine hepatische Metastasierung auf und die CBR = 24 Wochen lag bei
22,2 % und das mediane PFS bei 12 Wochen (95 % CI 11,3-12,7) [75].

In der prospektiven Phase-1I-Studie von Addeo et al. wurde das metronomische VRL
(70 mg/m? am Tag 1, 3 und 5/Woche fiir drei Wochen gefolgt von einer Woche Pause)
als Erstlinienbehandlung beim MBC untersucht. 32 % der Patient:innen hatten eine
viszerale Metastasierung mit einer CBR = 12 Wochen von 68 % und einem medianen
PFS von 7,7 Monaten (95 % CI 6,9-9,1) [72]. Liu et al. untersuchten in der
retrospektiven Analyse die gleiche Dosierung von VRL und zeigten bei Patient:innen,
die in 81,1 % der Falle eine viszerale (31,1 % hepatisch) Metastasierung hatten, eine
DCR von 78,9 %. In der Phase-II-Studie VICTOR-2 wurde bei Patientinnen mit VRL
40 mg 3x/Woche und CAPE 500 mg 3x/Tag eine Subgruppenanalyse in Bezug auf
viszerale Metastasierung durchgefuhrt. Patientinnen mit einer viszeralen Beteiligung
(72,6 % der Patientinnen) hatten eine CBR von 44,8 % (95 % CIl 31,7-58,5) und
Patientinnen ohne viszerale Beteilung eine CBR von 59,1 % (95 % 36,4-79,3) [67].

Neben der Metastasenlokalisation spielt beim MBC auch die Anzahl der
verschiedenen Metastasen eine wichtige Rolle. In den Subgruppenanalysen der Real-
World-Daten (I) beobachteten wir ein signifikant langeres medianes PFS von 34,0
Wochen versus 13,0 Wochen, p<0,001 und ein signifikant langeres medianes OS von
91,0 Wochen versus 39,0 Wochen, p=0,003 in der Subgruppe ohne multiple
Metastasen (< 2 verschiedenen Metastasenlokalisationen) im Vergleich zu der
Subgruppe mit multiplen Metastasen (> 2 verschiedene Metastasenlokalisationen)
[54]. In der Kohortenstudie (II) erreichten neun (34,6 %) Patientinnen ohne multiple
Metastasen und zwei (22,2 %) Patientinnen mit multiplen Metastasen eine DCR = 24
Wochen (p=0,685) [58]. In der Fall-Kontroll-Studie (l1l) betrug die DCR = 24 Wochen
bei Patienten ohne multiple Metastasen 36,0 % in der MCT-Gruppe und 18,0 % in der
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CCT-Gruppe (p=0,096) und das mediane PFS betrug 16,0 Wochen versus 12,0
Wochen (p=0,064) mit einem Trend zur Signifikanz. In der Subgruppe mit multiplen
Metastasen lag die DCR = 24 Wochen bei 20,0 % in der MCT-Gruppe und 30,0 % in
der CCT-Gruppe (p=0,722) und das mediane PFS betrug 12,0 Wochen in beiden
Gruppen (p=0,684). Es ist wichtig zu erwahnen, dass beide Kollektive in Bezug auf
das Vorhandensein von hepatischen Metastasen (52,5 %) und pulmonalen
Metastasen (40,0 %) identisch waren. Bei der Analyse dieser retrospektiven Daten ist
es jedoch mdoglich, dass Patientinnen mit einer eher aggresiven Erkrankung und
ausgedehnten Metastasierung eine CCT erhalten haben und die MCT insbesondere
bei Patientinnen mit einer stabileren Erkrankung ohne ausgedehnte Metastasierung
eingesetzt wurde [59].

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass Patient:innen mit wenigen
Metastasen eine weniger aggressive Erkrankung und deshalb tendentiell hdhere DCR
sowie PFS und OS unter MCT aufweisen als die Patient:innen mit einer aggresiven
Erkrankung und einer héheren Wahrscheinlichkeit einer ausgedehnten viszeralen
Beteiligung. Dies muss neben den anderen klinisch-pathologischen Faktoren bei der
Interpretation der Ergebnisse und beim Vergleich der Studien untereinander unbedingt
berucksichtigt werden.

Therapielinie

Eine Meta-Analyse randomisierter Studien mit 2269 MBC-Patient:innen hat gezeigt,
dass eine langere Dauer der Erstlinienchemotherapie mit einem geringfiigig langeren
OS und einem wesentlich langeren PFS assoziiert ist [87]. Des Weiteren ist bekannt,
dass die Dauer der Krankheitskontrolle mit zunehmender Anzahl von Chemo-
therapielinien abnimmt [88]. Daher ist es von grofRer Bedeutung, Substanzen zu
finden, die tUber einen langen Zeitraum verabreicht werden kénnen, ohne dass es zu

einer Dosisakkumulation und einer Haufung inakzeptabler Nebenwirkungen kommt.

In unserer Real-World-Analyse (l) erhielten die Patientinnen im mestastasierten
Stadium der Erkrankung vor Beginn der MCT im Median 1,5 (0-6) Chemotherapielinien
und 2,0 (0-7) endokrin-basierte Therapielinien. Wir konnten zeigen, dass auch wenig
stark vorbehandelte Patientinnen von der MCT profitieren kdnnen. In Bezug auf das

mediane PFS und OS gab es keinen Unterschied zwischen den nicht stark
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vorbehandelten (< 2 Chemotherapielinien) und den stark vorbehandelten Patientinnen
(= 2 Chemotherapielinien) (17,0 Wochen versus 13,0 Wochen, p=0,764 und 52,0
Wochen versus 58,0 Wochen, p=0,457) [54]. Hinsichtlich der DCR konnten wir in der
Kohortenstudie (ll) ebenfalls keinen signifikanten Unterschied beobachten. Sieben
(36,8 %) nicht stark vorbehandelte Patientinnen und vier (25,0 %) stark vorbehandelte
Patientinnen erreichten DCR 2= 24 Wochen (p=0,493) [58]. In der Fall-Kontroll-Studie
(I11) betrug die DCR = 24 Wochen bei den nicht stark vorbehandelten Patientinnen
33,3% in der MCT- und 26,2 % in der CCT-Gruppe (p=0,568). In der stark
vorbehandelten Gruppe erreichten 26,3 % bzw. 18,4 % der Patientinnen eine DCR =
24 Wochen (p=0,509). In der Subgruppe der nicht stark vorbehandelten Patienten
betrug das mediane PFS 17,0 Wochen bei den MCT-Patientinnen und 15,0 Wochen
bei den CCT-Patientinnen (p=0,531). In der stark vorbehandelten Subgruppe betrug
das mediane PFS fir beide Behandlungsgruppen 12,0 Wochen (p=0,235) [59].

Die Wirksamkeit der MCT hinsichtlich der Therapielinie wurde auch in der Studie
VICTOR-6 mit 597 Patientinnen retrospektiv untersucht. Die Gesamtansprechrate
(overall response rate, ORR) und die DCR betrugen 33,8 % bzw. 81,5 % in der ersten
Chemotherapielinie und sanken auf 8,8 % bzw. 54,4 % in der vierten Chemotherapie-
linie [26]. Ahnliche Ergebnisse zeigte die VEX-Studie, in der metronomisch behandelte
MBC-Patientinnen ohne Vorbehandlung mit Patientinnen mit Vorbehandlung
verglichen wurden. Die mediane TTP war 25,1 Monate (95 % CIl 14,2-39,1) in der
therapienaiven Gruppe und 11,2 Monate (95 % CI 9,2-17,0) in der vorbehandelten
Kohorte. Das 2-Jahres-OS war 91 % in der therapienaiven Gruppe und 83 % in der

vorbehandelten Gruppe [69].

In unserer Phase-II-Studie VinoMetro (IV) wurde zum ersten Mal ein metronomisches
Schema mit einer taglichen oralen VRL-Gabe als Erstlinienchemotherapie bei HR-
positiven, HER2-negativen MBC-Patientinnen nach endokriner Resistenz untersucht.
Eine vorherige Behandlung mit Everolimus und/oder dem CDK 4/6-Inhibitor Palbociclib
im Rahmen einer endokrin-basierten Therapie war moglich. VRL wurde oral in einer
taglichen Dosis von 30 mg bis zum Fortschreiten der Krankheit, dem Auftreten
inakzeptabler Toxizitat, der Verweigerung der Patientinnen oder der Entscheidung des
Prifarztes, die Behandlung zu beenden, verabreicht. Eine Dosisreduktion auf 20 mg

einmal taglich war moglich. Das mediane Alter betrug 63,0 (52,0-77,0) Jahre. Keine
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der Patientinnen wies zum Zeitpunkt der Erstdiagnose BC Fernmetastasen auf. Die
mediane Anzahl der vorangegangenen endokrinen Therapielinien betrug 3,0 (2,0-4,0).
Die VinoMetro-Studie bestatigte die Ergebnisse friherer Studien zum oralen
metronomischen VRL nicht, wobei die tagliche orale Verabreichung bei MBC-
Patient:innen bisher nicht untersucht wurde [17, 66, 67, 69, 71, 72, 89]. Der priméare
Endpunkt CBR = 24 Wochen Ilag unter metronomischem VRL als
Erstlinienchemotherapie bei 22,2 % (90 % CI 4,1-55,0) und damit deutlich unter der
erwarteten CBR. Das mediane PFS war 12,0 Wochen (95 % CI 11,3-12,7). Insgesamt
starben 3 Patientinnen, sodass das mediane OS nicht berechnet werden konnte. Ein
moglicher Grund fur diese Diskrepanzen konnte die Tatsache sein, dass alle
Patientinnen in der VinoMetro-Studie eine HR-positive Erkrankung und viszerale
Metastasierung hatten. Weitere mdogliche Grinde koénnten in der taglichen
Verabreichung von VRL und in der niedrigen Fallzahl liegen. Die Studie wurde nach
dem Tod einer Patientin aufgrund der Toxizitdt Grad 5 mit neun eingeschlossenen
Patientinnen frihzeitig beendet [75].

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass Patientinnen ohne Symptome
und ohne Notwendigkeit eines schnellen Tumoransprechens bereits in den frihen
Therapielinien von der MCT profitieren konnen. Es muss jedoch darauf hingewiesen
werden, dass die Mehrheit unserer Patientinnen die MCT vor oder zum Zeitpunkt der
Einflihrung von CDK 4/6-Inhibitoren fur das HR-positive, HER2-negative MBC und
Immuncheckpoint-Inhibitoren fir das triple-negative MBC erhalten hatten, sodass die
Interpretation der Ergebnisse eingeschrankt ist.

In unserer Real-World-Analyse () wurde die MCT im Vergleich zur Vor- und
Nachbehandlung untersucht. 40 (59,7 %) Patientinnen erhielten eine CCT als
Haupttherapie unmittelbar vor der MCT und 36 (78,3 %) Patientinnen im Anschluss an
die MCT. Die MCT zeigte eine ahnliche DCR = 24 Wochen und ein Kklinisch
bedeutsames, aber statistisch nicht signifikant kiirzeres medianes PFS im Vergleich
zur Vorbehandlung (31,9 % versus 32,8 %, p=0,570 bzw. 17,0 Wochen versus 20,0
Wochen, p=0,093) und eine statistisch signifikant hdhere DCR = 24 Wochen und ein
langeres medianes PFS im Vergleich zur Nachbehandlung (31,9% versus 17,4%,
p=0,038 bzw. 17,0 Wochen versus 12,0 Wochen, p=0,006). Anhand dieser Ergebnisse

kann angenommen werden, dass die MCT &hnlich wirksam war wie die vorherige
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Standardtherapie und dass die Patientinnen wahrend der anschlielienden Therapie
eine signifikante Krankheitsprogression erlebten. Es ist wichtig anzumerken, dass die
MCT bei funf (6,9 %) Patientinnen als Erstlinientherapie verabreicht wurde und 24
(33,3 %) Patientinnen nach der MCT aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes
oder des Todes keine weitere Therapie erhielten. Bei fast 20 % der Patientinnen wurde
die MCT aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes oder des Todes abgebrochen
[54]. Dies deutet darauf hin, dass es in unserer Kohorte viele stark vorbehandelte und
schwer kranke Patientinnen gab, was bei der Interpretation und dem Vergleich der

Ergebnisse mit anderen Studien berlcksichtigt werden sollte.

HR- und HER2-Status

Patient:innen mit einem HR-positiven, HER2-negativen MBC, die gegen eine endokrin-
basierte Therapie resistent sind und kein schnelles Ansprechen des Tumors erfordern,
sind im Allgemeinen fur die MCT geeignet [25, 67, 76, 90]. In den meisten Studien
wurden Patient:innen mit einer HER2-negativen Erkrankung eingeschlossen, sodass
Patient:innen sowohl mit HR-positiven als auch triple-negativen Tumoren zusammen
ausgewertet wurden. Dies kann aufgrund der unterschiedlichen Tumorbiologie, der
Vorbehandlung und Prognose unter Umstdnden zu Einschrankungen bei der
Interpretation der jeweiligen Ergebnisse fuhren und muss deshalb beachtet werden.

Montagna et al. untersuchten das metronomische VEX-Schema (VRL 40 mg dreimal
wochentlich, CTX 50 mg einmal taglich und CAPE 500 mg dreimal taglich) getrennt in
zwei Phase-lI-Studien bei 108 Patientinnen mit HR-positivem MBC und bei 22
Patientinnen mit TNBC [68, 69]. Die Kohorte mit HR-positiven Tumoren wies eine CBR
= 24 Wochen von 81 % in der Erstlinienbehandlung und 74 % bei den Patientinnen mit
einer Vorbehandlung auf. Die mediane TTP war jeweils 25,1 Monate (95 % CI 14,2-
39,1) und 11,2 Monate (95 % CI 9,2-17,0) [69]. Die Kohorte mit TNBC zeigte eine CBR
= 24 Wochen von 50 % und eine mediane TTP von 6,4 Monaten (95% CI 3,6-12,6) in
der Erstlinienbehandlung [68]. Daten zur TNBC-Kohorte liefert auch eine
Subgruppenanalyse der Studie VICTOR-6, in der 97 Patientinnen mit TNBC eine MCT
(45,4 % VRL-basiert, 30,9 % CTX-basiert und 22,7 % CAPE-basiert) erhielten. Die
Kohorte war in 40,2 % der Falle vor Beginn der MCT ohne Vorbehandlung im
metastasierten Stadium und erzielte eine ORR von 17,5 % und eine DCR von 64,9 %

mit einem medianen PFS von 6,0 Monaten (95 % CI 4,9-7,2) und einem medianen OS
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von 12,1 Monaten (95 % CI 9,6-16,7). Sowohl die ORR als auch die DCR lag in der
TNBC-Kohorte tiefer als im Gesamtkollektiv mit einer ORR von 29,5 % und einer DCR
von 74,6 % [91].

Die CTX/MTX-Kombination zeigte in unserer Kohorte (II) keinen signifikanten
Unterschied in der DCR hinsichtlich des HR-Status. Acht (33,3 %) Patientinnen mit
einem HR-positiven Tumor und drei (27,3 %) Patientinnen mit TNBC erreichten DCR
= 24 Wochen (p=1,000) [58]. In der Subgruppenanalyse unserer Real-World-Daten (1)
konnten keine signifikanten Unterschiede im medianen PFS und OS in Bezug auf den
HR-Status dokumentiert werden. Das mediane PFS betrug sowohl in der HR-positiven
Subgruppe mit 52 Patientinnen (72,2 %) als auch in der TNBC-Subgruppe mit 20
Patientinnen (27,8 %) 17,0 Wochen (p=0,144). Das mediane OS betrug 58,0 Wochen
bei Patientinnen mit einer HR-positiven Erkrankung und 52,0 Wochen bei Patientinnen
mit TNBC (p=0,379) [54]. In der Fall-Kontroll-Studie (1), die die MCT mit der CCT
verglichen hat, wurde die DCR = 24 Wochen bei 30,0 % versus 28,3 % der
Patientinnen mit einem HR-positiven Tumor erreicht (p=1,000). Bei den Patientinnen
mit TNBC blieb die DCR in der Gruppe der metronomisch behandelten Patientinnen
bei 30,0 %, in der Gruppe der CCT sank die DCR auf 5,0 % (p=0,095) [59]. Das deutet
darauf hin, dass die MCT dank der multimodalen Eigenschaften mdglicherweise auch
beim TNBC wirksam ist. Die Ergebnisse kdnnen aber auch dadurch erklart werden,

dass die Patientinnen in der Gruppe mit CCT eine viel aggressivere Erkrankung hatten.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die MCT insbesondere bei Patient:innen
mit einem HR-positiven MBC den gro3ten Benefit aufweist und fir diese
Patientenpopulation eine ginstige Therapieoption darstellt [15, 25, 67, 76]. Es gibt
jedoch zunehmend Daten dafir, dass die MCT auch bei Patient:innen mit TNBC ohne
aggressive Erkrankung, die ein ginstiges Toxizitatsprofil bevorzugen, ein

vielversprechender Ansatz sein kann [2, 28, 92, 93].

In den letzten Jahren wird eine Zunahme an Studien zur MCT bei Patient:innen mit
einem HER2-positiven MBC beobachtet [94-97]. In unseren Kohorten (I-1V) wurde
jedoch nur eine Patientin mit einer HER2-positiven Erkrankung eingeschlossen, die
zusatzlich  zur CTX/MTX-Kombination  Trastuzumab intraven6és in  der
Standarddosierung erhielt und die DCR = 24 Wochen nicht erreichte [58]. Anhand
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unserer Daten kénnen wir keine Aussage zur Wirksamkeit der MCT in Kombination mit
Anti-HER2-Therapien treffen.

Orlando et al. testeten in der Phase-II-Studie HEX die metronomische Kombination
von CTX 50 mg einmal taglich, CAPE 500 mg dreimal taglich und Trastuzumab
4 mg/kg intravends alle 14 Tage bei 60 unbehandelten HER2-positiven MBC-
Patientinnen. 55 % der Patientinnen wiesen eine viszerale Metastasierung auf und
28,3 % der Patientinnen erhielten Trastuzumab bereits im Rahmen der adjuvanten
Behandlung. Die Studie zeigte eine Wirksamkeit mit einer ORR von 56,7 % und einer
CBR =24 Wochen von 78,2 % (CR: 8,3 %, PR: 48,3 % und SD: 25,0 %). Das mediane
PFS betrug 11,0 Monate (95 % CI 6,3-15,6) und das mediane OS betrug 45,9 Monate
(95 % CI 22,7-69,1) [97]. Ahnliche Ergebnisse wurden in einer weiteren Phase-II-
Studie mit 20 teilweise vorbehandelten HER2-positiven MBC-Patientinnen gezeigt, die
mit metronomischem VRL 40 mg 3x/Woche und Trastuzumab intravends in der
Standarddosierung behandelt wurden. 70 % der Patientinnen hatten eine viszerale
Metastasierung und 60 % der Patientinnen waren im metastasierten Stadium bereits
vorbehandelt. Trastuzumab wurde vor Beginn der MCT bei 12,5 % der Patientinnen
im Rahmen der (neo-)adjuvanten Therapie und bei 10 % der Patientinnen im
metastasierten Stadium verabreicht. Das Regime fiihrte zu einer ORR von 20,0 % und
einer CBR = 24 Wochen von 75,0 % (PR: 20,0 % und SD: 55,0 %). Das mediane PFS
betrug 7,4 Monate (95 % CI 3,2-11,5) und das mediane OS war 5,8 Monate (95 % CI
nicht erreicht) [94].

In einer randomisierten Phase-1I-Studie wurde die Wirksamkeit einer dualen Anti-
HER2-Therapie mit oder ohne metronomisches CTX bei alteren HER2-positiven MBC-
Patient:innen untersucht. 80 Patient:innen, von denen 70 % ein potenzielles
Gebrechlichkeitsprofil gemald dem geriatrischen Screening-G8-Score (< 14)
aufwiesen, wurden 1:1 randomisiert und haben entweder intraventse Standard-
therapie mit Trastuzumab und Pertuzumab oder Trastuzumab und Pertuzumab plus
metronomisches CTX 50 mg einmal taglich erhalten. Die CBR betrug 86 % in der
Gruppe mit MCT und 77 % in der Gruppe ohne MCT. Die zusatzliche Gabe von CTX
bei alteren und gebrechlichen Patient:innen mit HER2-positivem MBC verlangerte das
mediane PFS um 7 Monate im Vergleich zur alleinigen dualen HER2-Blockade. Das
1-Jahres-OS war 83,8 % (95 % CI1 67,3-92,4) in der Gruppe mit CTX und 67,3 % (95 %

25



C149,4-80,0) in der Gruppe ohne CTX [96]. Zusammenfassend kann man sagen, dass
die Kombinationen von MCT mit Anti-HER2-Therapien mdglich sind und nach Nutzen-
Risiko-Abwagung und individueller Beratung der Patient:innen eingesetzt werden
kénnen [2, 95, 98].

Nebenwirkungsprofil und Lebensqualitat

Einer der wichtigsten Grunde fiur den Einsatz der MCT ist deren gunstiges
Nebenwirkungsprofil. Es wird angenommen, dass die MCT im Vergleich zur CCT
seltener unerwiinschte Ereignisse wie Polyneuropathie, Myelosuppression, Mukositis
und Alopezie hervorruft [12, 23, 53, 99]. Dies kann wesentlich zur Erhaltung der
HRQoL beitragen, die eines der Hauptziele der Behandlung im metastasierten
Stadium darstellt [6]. AuBerdem ist es von grofRer Bedeutung, Medikamente zu finden,
die Uber einen langen Zeitraum verabreicht werden kénnen, ohne dass es zu einer
Dosisakkumulation und einer Haufung inakzeptabler Nebenwirkungen kommt. Bislang
fehlen jedoch genaue Daten, die einen direkten Vergleich zwischen MCT und CCT in

Bezug auf Vertraglichkeit und Lebensqualitat ermdglichen.

In der ersten Studie zur metronomischen CTX/MTX-Kombination von Colleoni et al.,
die insgesamt 63 Patient:innen mit einem Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG)-Score von < 3 ausgewertet hat, traten nur wenige unerwiinschte Ereignisse
auf. Nur 10 % der Therapiezyklen wurden verschoben und 7 % der Zyklen wurden in
einer reduzierten Dosierung verabreicht. Die haufigste Toxizitat war Leukopenie Grad
1 (35 % der Patient:innen) und Ubelkeit/Erbrechen Grad 1 (20 % der Patient:innen).
Bei neun (15 %) Patient:innen kam es zum Anstieg der Transaminasen Grad 3, wobei
bei sechs (9 %) Patient:innen gleichzeitig eine hepatische Metastasierung vorlag und
nach Unterbrechung bzw. Reduktion von MTX eine komplette Normalisierung der
Leberwerte beobachtet wurde [23]. In der retrospektiven Analyse mit insgesamt 186
Patientinnen, die die CTX/MTX-Kombination erhalten haben, wurde bei 44 (23,6 %)
Patientinnen mindestens ein unerwinschtes Ereignis dokumentiert. Es gab keine
Toxizitdt = Grad 3. Die haufigsten Nebenwirkungen waren Ubelkeit Grad 1 (7,1 %),
Fatigue Grad 1 (4,2 %) und Erhéhung der Transaminasen Grad 1 (1,8 %) und Grad 2
(1,2 %) [76].
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch in unserer CTX/MTX-Kohorte (I1) beobachtet, wenn
MTX nicht in der tblichen Dosierung von 2,5 mg am Tag 1 und 4 zweimal taglich,
sondern einmal taglich 2,5 mg alle zwei Tage eingenommen wurde. Insgesamt
brachen drei (8,6 %) Patientinnen die Therapie aufgrund von Thrombozytopenie,
gastrointestinalen Beschwerden oder Fatigue (jeweils eine Patientin) ab. Vier (11 %)
Patientinnen  beendeten nur die MTX-Therapie, hauptsachlich wegen
Ubelkeit/Erbrechen  (zwei Patientinnen), Fatigue (zwei Patientinnen) und
Sehstdrungen (eine Patientin). Eine (3 %) Patientin entwickelte eine hamorrhagische
Zystitis, ein Therapieabbruch war jedoch nicht erforderlich. Leukopenie und Anamie

wurden nicht als Grtinde fir einen Therapieabbruch dokumentiert [58].

In der Real-World-Analyse (I) waren Ubelkeit/Erbrechen, Diarrhoe und
Thrombozytopenie die haufigsten Grinde fur einen vorzeitigen Therapieabbruch.
Insgesamt wurde die MCT bei drei (4,2 %) Patientinnen aufgrund der Toxizitat und bei
sieben (9,7 %) Patientinnen aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes vorzeitig
abgebrochen, was im Vergleich zur vorherigen und nachfolgenden Behandlung
ahnlich war (7,5 % bzw. 10,9 % aufgrund der Toxizitat und 0,0 % bzw. 10,9 % aufgrund
des schlechten Allgemeinzustandes) [54]. Die metronomische Gabe von CAPE in
einer Dosierung von 500 mg dreimal taglich [77] bzw. 1500 mg einmal taglich [78] war
ebenfalls gut vertraglich ohne hamatologische Toxizitaten = Grad 3. Die einzigen
hochgradigen unerwiinschen Ereignisse waren Hand-Ful3-Syndrom Grad 3 bei vier
(9,1 %) Patientinnen in der Studie von Li et al. [77] bzw. bei drei (5 %) Patientinnen in
der Studie von Fedele et al. [78].

In unserer Phase-II-Studie VinoMetro (IV) mit einer taglichen oralen VRL-Gabe von 30
mg und einer moglichen Reduktion aufgrund Toxizitat auf 20 mg taglich betrug die
mediane Tagesdosis von VRL 27,3 (14,7-30,0) mg. Insgesamt wurden 73
unerwinschte Ereignisse gemeldet (8,1 pro Patientin). 37 (50,7 %) unerwinschte
Ereignisse standen im Zusammenhang mit der Studienbehandlung (4,1 pro Patientin).
Die haufigsten Nebenwirkungen waren Ubelkeit (55,6 %), Fatigue (44,4 %) und
Diarrhoe (33,3 %). Nebenwirkungen = Grad 3 wurden bei zwei (22,2 %) Patientinnen
dokumentiert. Eine (11,1 %) Patientin starb in Folge von Pneumonie und febriler
Neutropenie nach 12 Tagen Behandlung [75]. Das Nebenwirkungsprofil vom oralen

VRL mit einer fraktionierten Gabe (3x/Woche) scheint mit einer Inzidenz von
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unerwiinschten Ereignissen = Grad 3 von 2,2 % bis 9,0 % gunstiger zu sein [17, 70,
72]. In den Studien waren die haufigsten Nebenwirkungen = Grad 3 Anamie (1,1-
9,0 %), Neutropenie (0,0-9,0 %) und Diarrhoe (1,1-3,0 %) [17, 70, 72]. Die
metronomischen  Kombinationsbehandlungen (CTX/CAPE, VRL/CAPE und
CTX/CAPE/VRL) zeigten ebenfalls keine erhéhte Rate an unerwiinschten Ereignissen.
Die haufigsten Nebenwirkungen = Grad 3 waren Hand-Ful3-Syndrom (1,0-7,0 %),
hamatologische Toxizitaten (0,8-5,8 %), Ubelkeit/Erbrechen (1,0-2,1 %) und Diarrhoe
(0,4-2,0 %) [25, 26, 67, 69].

Studien, in denen die MCT mit best supportive care verglichen wird und Daten zur
HRQoL und patient reported outcome ausgewertet werden, sind ebenfalls
unerlasslich, um die Rolle der MCT beim MBC zu definieren, da dies in diesem
Zusammenhang von besonderem Interesse ist. Bisher existieren kaum Daten zu
diesem Thema. In der Phase-lI-Studie von Perroud et al. wurde bei 20 MBC-
Patient:innen, die mit CTX 50 mg einmal taglich und Celecoxib, einem
Cyclooxygenase-2-Hemmer, 200 mg zweimal taglich behandelt wurden, die HRQoL
mittels Fuctional Assessment of Cancer Therapy Breast (FACT-B)-Fragebogen, Brief
Pain Inventory-Fragebogen und ECOG-Score ausgewertet. In der kleinen, stark
vorbehandelten Patientenkohorte konnte keine signifikante Verschlechterung der
HRQoL und des Schmerzempfindens wéhrend der MCT festgestellt werden. Bei
26,7 % der Patientiinnen kam es zu einer Verbesserung und bei 33,3 % der
Patient:innen zu einer Verschlechterung des ECOG-Scores wéahrend der MCT [99]. In
der randomisierten Phase-II-Studie von Dal Lago et al. fuhrte die Hinzunahme von
metronomischem CTX zur Trastuzumab/Pertuzumab-Kombination bei Patient:innen
mit einem HER2-positiven MBC zur Verlangerung des medianen PFS um 7 Monate
ohne Einfluss auf die HRQoL, die mittels European Organisation for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) QLQ-C30-Fragebogen gemessen wurde [98].

Um weitere Daten zur HRQoL unter der MCT zu ermitteln, wird aktuell durch unsere
Arbeitsgruppe eine nicht-interventionelle, unizentrische, prospektive Studie
‘PROmetronomic-Patient Reported Outcome unter metronomischer Chemotherapie
mit Cyclophosphamid + Methotrexat bei metastasiertem Mammakarzinom und
platinresistentem Ovarialkarzinomrezidiv” in der Klinik und Poliklinik fir Geburtshilfe

und Frauengesundheit der Universitdtsmedizin Mainz durchgefihrt. In der Studie
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werden gesundheitsbezogene Patientendaten bei Patientinnen mit MBC und
platinresistentem Ovarialkarzinomrezidiv ausgewertet, die mit MCT (CTX 50 mg
einmal taglich + MTX 2,5 mg jeden zweiten Tag) behandelt werden. Patientinnen mit
mindestens zwei endokrinen Therapielinien (bei HR-positivem Tumor) und mindestens
zwei Chemotherapielinien (MBC) bzw. mit mindestens einer platinbasierten und einer
platinfreien Chemotherapie (platinresistentes Ovarialkarzinomrezidiv) in der
Vorbehandlung werden eingeschlossen. Primar werden Daten zur HRQoL und zu
unerwinschten Ereignissen mit den Fragebdgen EORTC QLQ-C30 Version 3.0,
EORTC QLQ-BR23 Version 1.0 (MBC)/EORTC QLQ-OV28 Version 1.0
(platinresistentes Ovarialkarzinomrezidiv) und Hospital Anxiety and Depression Scale,
deutsche Version (HADS-D) elektronisch im CANKADO-Programm erhoben.
Sekundare Endpunkte sind die DCR = 12 und 24 Wochen, das PFS und OS. Im
Rahmen des translationalen Forschungsansatzes werden wahrend der MCT
Blutproben gesammelt und fur die Krankheitskontrolle potenziell relevante Biomarker
in Bezug auf Antiangiogenese und Immunmodulation analysiert. Die Rekrutierung
wurde nach 24 Monaten im August 2022 abgeschlossen. Die Auswertung ist nach
Abschluss der Follow-up-Phase im August 2023 geplant und die HRQoL-Ergebnisse
werden Ende 2023 erwartet.

Die meisten Patient:innen mit einer unheilbaren Malignomerkrankung ziehen eine
orale gegenuber einer intravendsen Therapie vor [100-102]. Ein Fragebogen zur
Bewertung der Wahrnehmung der oralen antitumoralen Therapien zeigte eine hohe
Akzeptanz bei den meisten MBC-Patientiinnen. In der Studie trug die orale
Verabreichung dazu bei, dass sich die Patient:innen weniger krank fuhlten und die
Krankheit besser bewaltigten [103]. In der VinoMetro-Studie (IV) konnten wir zeigen,
dass im Median 91 % (49-100 %) der Patientinnen die Therapie mit VRL 30 mg taglich
genau nach Anordnung des Priifarztes eingenommen haben [75]. Dartber hinaus
ermdglicht die MCT eine einfache tagliche oder fraktionierte Verabreichung mit der
Madoglichkeit einer individuellen Dosisanpassung im Falle von Toxizitaten und erfordert
im Vergleich zur intraventsen CCT seltener Klinikaufenthalte und Vorstellungen in den
onkologischen Ambulanzen [104]. Das letztere wurde spatestens wahrend der Covid-
19-Pandemie relevant, als die Mdglichkeit einer Vorstellung und Behandlung in
Kliniken und onkologischen Ambulanzen iber eine gewisse Zeit eingeschrankt war.

Einen weiteren Vorteil der MCT im Vergleich zur intraventsen Verabreichung der
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Chemotherapie stellt die verlangerte Plasmakonzentration und damit ein grol3eres
therapeutisches Fenster dar [13, 80]. Schlie3lich bewerteten Bocci et al. in einer
pharmakotkonomischen Analyse die metronomische Kombination von CTX/MTX als
kostenglnstig [105]. Der Einsatz der MCT konnte dabei helfen, die Kosten im
Gesundheitswesen zu senken und auch Patient:innen in ressourcenarmen L&ndern

eine antitumorale Therapie anzubieten [28, 106, 107].

Kombination der metronomischen Chemotherapie mit zielgerichteten
Substanzen

Der multimodale Wirkmechanismus und die gute Vertraglichkeit der MCT bieten die
Maoglichkeit einer Kombination mit neuen zielgerichteten Substanzen [53, 108].

Einer der mdglichen therapeutischen Ansatze besteht darin, die antiangiogenen
Eigenschaften und die Effektivitait der MCT durch die Kombination mit VEGF-
Inhibitoren zu verstarken. Die Kombination von metronomischem CTX 50 mg einmal
taglich, CAPE 500 mg dreimal taglich und Bevacizumab 10 mg/kg intravends alle zwei
Wochen zeigte bei 46 MBC-Patient:innen eine vielversprechende Wirksamkeit und
minimale Toxizitat. 68 % (95 % CI 51-81) der Patient:innen erreichten eine CBR = 24
Wochen und die mediane TTP betrug 10,5 Monate (95 % CI 6,5-18,0). Neutropenie =
Grad 3 trat bei 4,3 % der Patientiinnen auf. Zu den nicht-hamatologischen
unerwiinschten Ereignissen = Grad 3 gehorten arterielle Hypertonie (17,4 %),
Erhohung der Transaminasen (4,3 %) und Ubelkeit/Erbrechen (4,3%) [109].

In einer multizentrischen, randomisierten Phase-IlI-Studie wurde Bevacizumab 10
mg/kg intravends alle zwei Wochen entweder mit Paclitaxel 90 mg/m? intravends am
Tag 1, 8 und 15 alle vier Wochen (Arm A, n=73) oder mit der metronomischen
Kombination aus CTX 50 mg einmal taglich und CAPE 500 mg dreimal taglich (Arm B,
n=74) als Erstlinienbehandlung bei Patient:innen mit HER2-negativem MBC
verglichen. Die meisten Patient:innen (85,9 % im Arm A und 76,5 % im Arm B) hatten
eine HR-positive Erkrankung; Lebermetastasen traten bei 57,7 % bzw. 54,4 % der
Patient:innen auf. In Bezug auf den primaren Endpunkt, das Auftreten von
unerwinschten Ereignissen = Grad 3, gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Behandlungsarmen (25 % versus 24 %, p=0,96). Die DCR lag bei 79 %
(95 % CI 70-89) im Arm A und 64 % (95 % CI 53-74) im Arm B; das mediane PFS
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betrug 10,3 Monate (95 % CI 8,7-11,4) versus 8,5 Monate (95 % CI 6,5-11,9) (p=0,83).
Die einzigen statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der HRQoL waren
niedrigere Raten an Alopezie und Taubheitsgefihl im metronomischen Arm. Die
Behandlungskosten waren zwischen den beiden Gruppen gleich hoch [79]. In einer
Dosisfindungsstudie zeigte die Kombination von metronomischem CTX 50 mg einmal
taglich, VRL 20-40 mg 3x/Woche und Bevacizumab 15 mg/kg intravends alle drei
Wochen eine gute Wirksamkeit und Vertraglichkeit bei 15 vorbehandelten MBC-
Patient:innen. 80 % der Patient:innen hatten eine HR-positive Erkrankung und 33 %
der Patient:innen eine HER2-positive Erkrankung, die zusétzlich Trastuzumab in der
Standarddosierung erhielten. Die CBR lag bei 66,6 % und die mediane TTP bei 6,9
Monaten. 20 % der Patient:innen entwickelten eine arterielle Hypertonie Grad 3,

andere Toxizitaten = Grad 3 wurden nicht beobachtet [89].

Montagna et al. untersuchten die Wirksamkeit und Sicherheit von metronomischem
CTX 50 mg einmal taglich und CAPE 500 mg dreimal taglich in Kombination mit
Bevacizumab 15 mg/kg alle drei Wochen und Erlotinib, einem Tyrosinkinase-Inhibitor
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR), 100 mg einmal taglich bei 26
unbehandelten Patient:innen mit HER2-negativem MBC. Die Autoren dokumentierten
eine CBR von 75 % (95 % CI 53-90) und eine mediane TTP von 10,8 Monaten (95 %
Cl 5,3-17,3). Die Vertraglichkeit war gut mit wenigen Nebenwirkungen = Grad 3
(arterielle Hypertonie bei 8 %, Diarrhoe und Thrombose bei je 4 % der Patient:innen)
[110]. Im Vergleich dazu zeigte eine Phase-I-Studie mit Kombination aus
metronomischem CTX 50 mg einmal taglich und MTX 2,5 mg zweimal taglich am Tag
1 und 2/Woche und Vandetanib, einem Tyrosinkinase-Inhibitor des VEGFR sowie des
EGFR, 100-300 mg einmal taglich bei 23 vorbehandelten MBC-Patient:innen nur eine
eingeschrankte klinische Aktivitat (CBR = 24 Wochen von 25 %) und ein relativ
haufiges Auftreten von unerwinschten Ereignissen Grad = 3 (Erhohung der
Transaminasen bei 17,4 %, Hautausschlag bei 13,0 % sowie Fatigue und Diarrhoe bei
jeweils 8,7 % der Patient:innen) [111].

Poly-ADP-Ribose-Polymerasen (PARP) sind Enzyme, die an der Reparatur von
Einzelstrang-DNA-Briichen beteiligt sind [112]. Wenn PARP gehemmt werden, bleiben
Einzelstrangbriiche bestehen und flhren zu blockierten Replikationsgabeln und

Doppelstrangbriichen [113]. Neben der PARP-Inhibitor-Monotherapie bei Karzinomen
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mit gestdorten DNA-Reparaturmechanismen ware die Kombination der PARP-
Inhibitoren mit Zytostatika, die DNA-Schaden verursachen, wie zum Beispiel CTX,
denkbar [114, 115]. Die Hemmung von PARP scheint die Tumorzellen fur zytotoxische
Wirkstoffe, die DNA-Schaden verursachen, zu sensibilisieren und damit ihren Effekt
zu verstarken [116]. Die Multimodalitat von metronomischem CTX in Kombination mit
einem PARP-Inhibitor kbnnte daher einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz
darstellen [116, 117]. Anampa et al. untersuchten die Wirksamkeit und Sicherheit von
metronomischem CTX in Kombination mit Veliparib, einem PARP-Inhibitor, bei
Patient:innen mit HER2-negativem MBC. Die Kombination aus einer kontinuierlichen
oralen Gabe von Veliparib 200 mg zweimal taglich und CTX 50-125 mg einmal taglich
wurde gut vertragen und fuhrte bei 43 % der Patient:innen mit einer Keimbahn-BRCA-
Mutation und bei 11 % der Patient:innen mit einem unauffalligen oder unbekannten
BRCA-Mutationsstatus zum objektiven Ansprechen oder SD = 24 Wochen [118].

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/AKT/Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR)-Signalweg spielt eine der Schlusselrollen bei der Regulierung von Wachstum,
Stoffwechsel, Migration und Uberleben der Zellen [119-121]. Genomische
Veranderungen in diesem Signalweg sind bei vielen Malignomen, darunter auch bei
BC, nachweisbar [122, 123]. Es wird geschatzt, dass 60-70 % der BC-Patient:innen
mindestens eine Mutation im PI3K/AKT/mTOR-Signalweg aufweisen, wobei das
PIK3CA-Gen, das fir die p110a-Untereinheit von PI3K kodiert, das am haufigsten
mutierte Gen ist [122, 124, 125]. Die Haufigkeit von PIK3CA-Mutationen ist bei den
verschiedenen BC-Subtypen unterschiedlich: 34,5-48,3 % bei HR-positivem, 22,7-
42,2 % bei HER2-positivem und 8,3-25,0 % bei triple-negativem BC [125-127]. Die
daraus resultierende Uberaktivierung des PI3K-Signalwegs fordert das Tumor-
wachstum, die Resistenz gegen verschiedene systemische Therapien und fuhrt zu
einer Verschlechterung der Prognose [128-132]. Es kann postuliert werden, dass die
PI3K-Hemmung, insbesondere in Kombination mit anderen Substanzen, einen neuen
Therapieansatz in der Onkologie darstellt [133]. Die SOLAR-1-Studie zeigte eine
signifikante Verlangerung des medianen PFS und eine Verbesserung des medianen
OS um 7,9 Monate, wenn Alpelisib, ein oral verfugbarer, a-selektiver PI3K-Inhibitor
und Degrader, zu Fulvestrant bei der Behandlung von Patientiinnen mit einem
PIK3CA-mutierten, HR-positiven, HER2-negativen MBC hinzugefligt wurde [134, 135].

Praklinische Modelle haben gezeigt, dass die Hemmung des PI3K-Signalweges zu
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einer Sensibilisierung der Karzinomzellen gegenuber der Zytostatika fuhren und die
Resistenzentwicklung verhindern kann [136, 137]. Das Ziel unserer Studie (V) war es,
die antitumoralen Effekte der Kombination von niedrig dosiertem metronomischem

VRL und Alpelisib in verschiedenen BC-Zelllinien zu untersuchen.

Die HR-positiven, HER2-negativen, PIK3CA-mutierten, humanen BC-Zelllinien MCF-
7 und T-47D sowie die triple-negativen, humanen BC-Zelllinien ohne PIK3CA-Mutation
MDA-MB-231 und BT-549 wurden mit VRL (Navirel®; Medac, Wedel, Deutschland)
und Alpelisib (Pigray®, Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz) alleine sowie in
Kombination kontinuierlich Gber 3 und 7 Tage behandelt, um das metronomische
Dosierungsschema zu simulieren. Die eingesetzten Konzentrationen von VRL
entsprachen den Serumkonzentrationen von metronomisch behandelten Patient:innen
(0,63-5 ng/ml), d. h. viel niedrigeren Konzentrationen im Vergleich zur MTD von CCT
[138, 139]. Die eingesetzten Konzentrationen von Alpelisib entsprachen den
Serumkonzentrationen von Patient:innen mit der zugelassenen Dosis von 300 mg/Tag
(500-1000 ng/ml) [140]. Daruber hinaus wurde Alpelisib im Hinblick auf eine mégliche
Verringerung der Nebenwirkungen in vivo auch in niedrigeren Konzentrationen (10
ng/ml und 100 ng/ml) getestet. Wir konnten bei der Kombination von niedrig dosiertem
metronomischem VRL und Alpelisib eine signifikante Verringerung der Zellviabilitat
und der Zellproliferation mit synergistischen antitumoralen Effekten bei HR-positiven,
HER2-negativen, PIK3CA-mutierten BC-Zelllinien zeigen, nachgewiesen im Isobolo-
gramm. Das Wachstum der triple-negativen PIK3CA-Wildtyp-Zelllinien wurde durch
VRL signifikant gehemmt, nicht aber durch Alpelisib alleine (V). Diese Ergebnisse
bestatigen die Hypothese, dass PI3K-Inhibitoren die zytotoxische Aktivitat von
Mikrotubuli hemmenden Substanzen in PIK3CA-mutierten BC-Zelllinien verstarken
kénnen [136, 137, 141].

Taselisib, ein selektiver Inhibitor der PI3Ka-, &- und y-Isoformen der Klasse I, und
Ipatasertib, ein AKT-Inhibitor, zeigten zusammen mit Mikrotubuli hemmenden
Zytostatika einen signifikanten Synergismus in Bezug auf die antiproliferativen,
proapoptotischen und antimetastatischen Effekte bei PIK3CA-mutierten BC-Zellen
[141]. Zum Vergleich wollten wir in unserer Arbeit das metronomische
Dosierungsschema simulieren, indem wir die Zellen tber einen langeren Zeitraum

kontinuierlich mit einem niedrig dosierten Chemotherapeutikum behandelten. Die
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synergistischen zytotoxischen Effekte bei den beiden PIK3CA-mutierten BC-Zelllinien
waren nach einer 7-tagigen Behandlung stéarker als nach einer 3-tagigen Behandlung,
was auf eine gunstige Wirkung der kontinuierlichen Langzeitverabreichung von VRL

und Alpelisib hindeutet.

In den Western-Blot-Analysen war die p110a-Expression in den PIK3CA-mutierten
Zelllinien MCF-7 und T-47D nicht beeintrachtigt bzw. herunterreguliert und in den
PIK3CA-Wildtyp-Zelllinien MDA-MB-231 und BT-549 nicht signifikant hochreguliert. Es
kann davon ausgegangen werden, dass die p110a-Expression bei den getesteten
Konzentrationen in den HR-positiven, HER2-negativen Zelllinien mit einer
Uberaktivierung von p110a aufgrund der PIK3CA-Mutation keine klare Abhangigkeit
von Alpelisib zeigte. Im Gegensatz dazu wiesen die triple-negativen PIK3CA-Wildtyp-
Zelllinien Regulationsmechanismen auf, die mit einer Hochregulierung des nicht
Uberaktivierten Proteins als Reaktion auf die Behandlung mit Alpelisib verbunden
waren. Zudem konnten wir zeigen, dass auch niedrigere Alpelisib-Konzentrationen (10
ng/ml und 100 ng/ml) in Kombination mit niedrig dosiertem metronomischem VRL zu
einer signifikanten Verringerung der Zellviabilitat von PIK3CA-mutierten Zellen fuhrten,
und die antitumorale Aktivitat war mit den Effekten von 1000 ng/ml Alpelisib
vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass oberhalb einer bestimmten Konzentration
von VRL und Alpelisib keine signifikante Potenzierung der antitumoralen Wirkung
beobachtet werden konnte. Die Kombination der Wirkstoffe in niedrigeren Dosen
kénnte jedoch die Nebenwirkungen verringern, weshalb die Wirksamkeit und

Vertraglichkeit in vivo weiter untersucht werden soll.

Da es Hinweise gibt, dass die Hemmung des PI3K-Signalwegs die Resistenz gegen
Zytostatika verhindern und deren Wirksamkeit verstarken kann, konnte die
Kombination von PI3K-Inhibitoren mit MCT, die ihre Wirkung multimodal Uber die
Hemmung der Angiogenese, die Immunmodulation, Auswirkungen auf das
Tumorstroma und direkte Zytotoxizitat entfaltet, einen neuen vielversprechenden
Ansatz fur die Behandlung von MBC darstellen [20, 136, 137]. Das Ziel ware es, die
synergistischen Effekte auch in vivo zu erzielen, Arzneimittelresistenzen zu

Uberwinden und die einzelnen Arzneimitteldosen und die Toxizitdten zu verringern.
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In dieser Studie wurden HR-positive, HER2-negative Zelllinien mit einer PIK3CA-
Mutation und triple-negative Zelllinien ohne PIK3CA-Mutation analysiert, sodass wir
nicht eindeutig sagen konnen, ob die gezeigte signifikante Verringerung der
Zellviabilitat und der Zellproliferation allein von der PIK3CA-Mutation abhangt,
unabhéngig vom HR- und HER2-Status. Obwohl wir die Hypothese aufstellen, dass
die PIK3CA-Mutation in erster Linie fir die beobachteten synergistischen Effekte und
die Wirkung von Alpelisib verantwortlich ist, halten wir die aktuell durch unsere
Arbeitsgruppe initiierte Untersuchung von HR-positiven, HER2-negativen BC-Zelllinien
ohne PIK3CA-Mutation sowie von triple-negativen Zelllinien mit einer PIK3CA-

Mutation fur besonders wichtig.

Die vorliegende Arbeit (V) demonstrierte eine signifikante Verringerung der
Zellviabilitat und der Zellproliferation mit synergistischen Effekten durch die
Kombinationsbehandlung mit niedrig dosiertem metronomischem VRL und Alpelisib
bei HR-positiven, HER2-negativen, PIK3CA-mutierten BC-Zelllinien. Des Weiteren
zeigten wir, dass auch niedrigere Konzentrationen von Alpelisib in Kombination mit
niedrig dosiertem VRL zu signifikanten antitumoralen Effekten fuhrten [142]. Dies
liefert eine Rationale fur weitere Bemihungen zur Evaluation dieser Kombination in

vivo mit dem Ziel der Verbesserung des Toxizitatsprofils.

Weitere Entwicklungen der metronomischen Chemotherapie

Bei den meisten der bisherigen Studien zu MCT beim MBC handelt es sich um Phase-
[I-Studien, in denen haufig kleine, heterogene Patientengruppen mit unterschiedlichen
Wirkstoffen und unterschiedlichen Dosierungen behandelt werden. Aufgrund dieser
Tatsachen wurden gro3ere Vergleichsstudien initiiert, um die positiven Auswirkungen
der MCT zu verifizieren. Derzeit werden Ergebnisse zu metronomischem VRL 30 mg
einmal taglich (EudraCT 2016-002165-63) und 50 mg dreimal wéchentlich (EudraCT
2014-003860-19 und NCT03854617) im Vergleich zum oralen VRL in konventioneller

Dosierung als Erst- oder Zweitlinienbehandlung von HER2-negativem MBC erwatrtet.

Dariiber hinaus wurden vielversprechende Ergebnisse mit der Kombination von CAPE
500 mg dreimal taglich und einem Aromatasehemmer mit einer CBR = 24 Wochen von
77,3 % und einem medianen PFS von 16,2 Monaten (95 % CI 6,24-26,17) bei MBC-

Patient:innen nach Progress unter einem Aromatasehemmer in der ersten
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Therapielinie beobachtet [77]. Die Kombination von MCT und endokriner Therapie
kbnnte dank ihrer nachgewiesenen Wirksamkeit bei gleichzeitig beherrschbarem
Toxizitatsprofil im Gegensatz zur Kombination von CCT und endokriner Therapie eine
potenzielle Therapiestrategie fur Patientiinnen mit einem HR-positiven MBC
darstellen, bei denen CDK 4/6-Inhibitoren kontraindiziert oder nicht verfiigbar sind [70,
143-145]. Weitere Erkenntnisse tUber dieses interessante Therapieschema werden von
den laufenden Studien (NCT02767661, NCT04571437, NCT02583828,
NCT05411380) erwartet.

Auch bei HER2-positivem MBC werden neue Therapiestrategien mit MCT entwickelt
[53, 146]. Die oral verfugbare Anti-HER2-Substanz Pyrotinib wird aktuell in
Kombination mit metronomischem CAPE 500 mg dreimal taglich untersucht
(NCT03923166). Eine weitere Phase-ll-Studie (NCT04941885) testet Inetetamab,
einen neuen monoklonalen Anti-HER2-Antikdrper, in  Kombination  mit
metronomischem CTX 50 mg einmal taglich und einem Aromatasehemmer bei

Patient:innen mit einem HR-positiven, HER2-positiven MBC.

Aufgrund der immunmodulatorischen Wirkung der MCT sind Studien zur Kombination
von MCT und Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Anti-PD-1- und Anti-PD-L1-
Wirkstoffen von besonderem Interesse [147]. Préklinisch gibt es bereits Hinweise,
dass MCT die Effektivitat von Anti-PD-L1-Substanzen verstarken kann [148-151]. In
der Phase-I-Studie Movie wurde die Kombination von Durvalumab, einem PD-L1-
Inhibitor, Tremelimumab, einem CTLA-Inhibitor, und metronomischem VRL bei 14
Patient:innen mit einem fortgeschrittenen Karzinom, davon neun Patient:innen mit
MBC untersucht. Insgesamt waren die Toxizitaten wie Colitis, Diarrhoe und
Hyperthyreose gut beherrschbar und die Krankheitskontrolle wurde bei der Hélfte der
Patient:innen dokumentiert, sodass diese Kombination weiter in einer Phase-II-Studie
(NCT03518606) untersucht wird [152]. AuBerdem werden in Phase-II-Studien weitere
Kombinationen wie zum  Beispiel CTX/Pembrolizumab (NCT03139851,
NCT03971045), VRL/Toripalimab (NCT04389073) und CTX/Avelumab/Pexa-Vec
(NCT02630368) bei Patient:innen mit MBC untersucht.

Neben dem Fokus auf die Behandlung des MBC gibt es zunehmend Daten zum

Einsatz von MCT in friheren Stadien der Erkrankung [153-155]. Die meisten klinischen
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Studien untersuchen MCT als Erhaltungstherapie nach abgeschlossener adjuvanter
Chemotherapie oder als (neo-)adjuvante Therapie bei Patient:innen, bei denen eine
CCT nicht in Frage kommt [156]. Das Ziel der Behandlung ist es, das krankheitsfreie
Uberleben zu verlangern bzw. die Rate an pathologischer Remission zu erhéhen.
Bianco et al. untersuchten 223 Patient:innen mit TNBC im Stadium Il oder Il bei
Erstdiagnose, die eine Anthrazyklin/Taxan-haltige neoadjuvante Chemotherapie
erhielten und darunter keine pathologische Remission erfuhren. Die Patient:innen
wurden postneoadjuvant mit einem CMF (CTX, MTX, 5-Fluorouracil)-Standardschema
oder einer metronomischen Kombination CTX/CAPE oder CTX/MTX behandelt.
16,6 % der Patient:innen erhielten keine adjuvante Chemotherapie. Das mediane
Follow-up betrug 9,9 Jahre. In dieser retrospektiven Studie konnte die MCT im
Gegensatz zum CMF-Standardschema im Vergleich zum Chemotherapie-freien
Vorgehen einen Benefit in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben mit einer Hazard
Ratio von 0,46 und 95% CI 0,26-0,81, p=0,008 zeigen [157].

In der randomisierten Phase-IlI-Studie IBCSG wurden insgesamt 1086 Patient:innen
mit einer HR-negativen BC-Erkrankung nach Abschluss der adjuvanten Standard-
chemotherapie mit oder ohne metronomische Kombination CTX/MTX im Rahmen
einer Erhaltungstherapie fur ein Jahr behandelt. 18,9 % der Patient:innen wiesen eine
HER2-positive Erkrankung auf und erhielten zusatzlich Trastuzumab. In der
Gesamtpopulation fiuhrte die erweiterte adjuvante Therapie mit CTX/MTX zu keiner
Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens. In der TNBC-Kohorte mit einem
positiven Nodalstatus kam es jedoch zu einer relativen und absoluten Reduktion der
Rezidivrate um 24 % bzw. 7,9 % [153]. Auch weitere Studien beim friihen BC
unterstitzen die Annahme, dass MCT mdglicherweise durch die immun-
modulatorischen Wirkmechanismen insbesondere bei TNBC klinisch bedeutsam sein
konnte [158-161].

Zusammenfassung

Trotz der Vielzahl potenzieller Behandlungsoptionen fir MBC besteht nach wie vor ein
hoher medizinischer Bedarf an neuen Behandlungskonzepten, die eine ausreichende
und langfristige antitumorale Wirkung bei einem (berschaubaren Toxizitatsprofil
bieten. Die MCT st definiert als eine kontinuierliche Verabreichung niedrig dosierter

Zytostatika und wirkt im Vergleich zur CCT nicht nur zytotoxisch sondern multimodal
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[19, 20, 53]. Die MCT wird daher zunehmend als eine mdgliche Behandlungsoption fur
MBC angesehen [2, 8]. Dennoch sind die Daten unzureichend, um unter anderem zu
definieren, welche Patientiinnen am meisten profitieren und welcher Wirkstoff

beziehungsweise welche Wirkstoffkombination am besten geeignet ist.

In unserer Real-World-Analyse (1) lag die DCR =24 Wochen 31,9 % und das mediane
PFS und OS betrugen 17,0 Wochen und 58,0 Wochen. CTX/MTX war mit dem Anteil
von 86,1 % aller Patientinnen das am haufigsten verwendete metronomische
Therapieschema, gefolgt von VRL bei 6,9 %, CTX/CAPE bei 4,2 % und CTX bei 2,8 %
der Patientinnen. Es gab keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der DCR und
Uberlebensraten bei den verschiedenen metronomischen Schemata [54]. In der
Kohortenanalyse mit CTX/MTX (lI) wurde die DCR = 24 Wochen bei 31,4 % der
Patientinnen erreicht. 43 % der Patientinnen zeigten ein Therapieansprechen und die
mediane DoR lag bei 22 Wochen [58]. Diese Ergebnisse bestatigen die Erkenntnisse
aus fruheren Studien zu MCT, wobei der Vergleich dieser Daten aufgrund der
heterogenen Patientenpopulationen, die mit unterschiedlichen metronomischen

Therapieschemata behandelt worden waren, nur bedingt mdglich ist.

Die Studienlage zum Vergleich der MCT mit den derzeitigen Standardtherapien ist
limitiert, sodass die genaue Positionierung der MCT im Behandlungsalgorithmus ftr
MBC erschwert ist. In unserer Fall-Kontroll-Studie (Ill) mit insgesamt 120 MBC-
Patientinnen wurde die Wirksamkeit der MCT mit der CCT in Bezug auf Alter, Ausmalf3
der Metastasierung, Chemotherapielinie und HR-/HER2-Status verglichen. Der
primare Endpunkt DCR = 24 Wochen unterschied sich nicht signifikant zwischen der
MCT- und der CCT-Population (30,0 % versus 22,5 %, p=0,380). Das mediane PFS
betrug sowohl in der MCT- als auch in der CCT-Gruppe 12,0 Wochen (p=0,218). Auch
bei der DoR (31,0 versus 20,5 Wochen, p=0,383) und beim Therapieansprechen
(37,5 % versus 30,0 %, p=0,417) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Therapiekonzepten [59].

In allen drei retrospektiven Studien (I-11l) wurden Subgruppenanalysen durchgefihrt,
um eine Patientenpopulation zu identifizieren, die moglicherweise besonders von der
MCT profitieren konnte. Wir zeigten, dass MCT auch eine Behandlungsoption fur

jungere Patient:innen darstellen kann. Das mediane PFS (17,0 Wochen sowohl bei
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jungeren als auch bei alteren Patientinnen) und das mediane OS (58,0 Wochen bei
jungeren versus 52,0 Wochen bei alteren Patientinnen) waren hinsichtlich des Alters
ohne signifikante Unterschiede (p=0,389 bzw. p=0,237). Aul3erdem beobachteten wir
ein signifikant langeres medianes PFS (34,0 Wochen versus 13,0 Wochen, p<0,001)
und OS (91,0 Wochen versus 39,0 Wochen, p=0,003) in der Subgruppe ohne multiple
Metastasen im Vergleich zu der Subgruppe mit multiplen Metastasen (1) [54]. Die DCR
= 24 Wochen betrug bei Patientinnen ohne multiple Metastasen 36,0 % in der MCT-
Gruppe und 18,0 % in der CCT-Gruppe (p=0,096) und das mediane PFS betrug 16,0
Wochen versus 12,0 Wochen (p=0,064) mit einem Trend zur Signifikanz (Il) [59]. Die
Wirksamkeit der MCT war in unseren Studien unabhéngig von der Therapielinie,
sodass sowohl wenig als auch stark vorbehandelte Patient:innen von diesem
Therapieschema profitieren kénnen. Die prospektive Phase-II-Studie VinoMetro (1V)
untersuchte zum ersten Mal ein metronomisches Schema mit einer taglichen oralen
VRL-Gabe von 30 mg als Erstlinienchemotherapie bei HR-positiven, HER2-negativen
MBC-Patientinnen nach endokriner Resistenz. Der primare Endpunkt CBR = 24
Wochen lag bei 22,2 % und damit deutlich unter der erwarteten CBR, wobei die Studie
nach Einschluss von neun Patientinnen aufgrund einer Toxizitdt Grad 5 friihzeitig
beendet worden war [75]. Neben der Wirksamkeit der MCT bei Patientinnen mit einer
HR-positiven Erkrankung konnten wir zeigen, dass auch Patientinnen mit TNBC von
der MCT profitieren kbnnen. Das mediane PFS betrug sowohl in der HR-positiven
Subgruppe als auch in der TNBC-Subgruppe 17,0 Wochen (p=0,144). Das mediane
OS betrug 58,0 Wochen bzw. 52,0 Wochen (p=0,379) (I) [54]. Bei den Patientinnen
mit TNBC blieb die DCR 2= 24 Wochen, ahnlich wie in der HR-positiven Subgruppe, in
der Gruppe der metronomisch behandelten Patientinnen bei 30,0 %, in der Gruppe der
CCT sank die DCR auf 5,0 % (p=0,095) (IIl) [59].

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Alter, Ausmal3 der Metastasierung,
Therapielinie und HR-Status nicht die entscheidende Rolle bei der MCT spielen.
Grundsétzlich gilt jedoch, dass aufgrund der effektiven und relativ gut vertraglichen
Substanzen MCT erst in spateren Therapielinien empfohlen wird. Ein friher Einsatz
der MCT kann unter Umstanden bei alteren Patient:innen und Patient:innen mit
Komorbiditaten, fur die eine CCT nicht geeignet ist, sinnvoll sein. Die MCT kann aber
auch aufgrund des relativ geringen Toxizitatsprofils eine Therapiealternative flr

Patient:innen mit Wunsch nach einer nebenwirkungsarmen Therapie darstellen. Die
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Rate an Therapieabbriichen aufgrund von unerwtinschten Ereignissen lag in unseren
Kohorten bei 4,2 % bzw. 8,6 % (I, Il) [54, 58].

Angesichts des zunehmenden Einsatzes von zielgerichteten immunmodulatorischen
und antiangiogenen Therapien bei MBC und der multimodalen Eigenschaften der MCT
konnte die Kombination dieser Wirkstoffe einen neuen vielversprechenden Ansatz
bieten. In unserer praklinischen Arbeit (V) konnten wir nachweisen, dass die
Kombination von niedrig dosiertem VRL und Alpelisib, einem oralen a-selektiver PI3K-
Inhibitor und Degrader, zu einer signifikanten Verringerung der Zellviabilitat und der
Zellproliferation mit synergistischen Effekten bei HR-positiven, HER2-negativen,
PIK3CA-mutierten BC-Zelllinien fuhrte. Dariiber hinaus wurden auch bei niedrigeren
Dosen von Alpelisib in Kombination mit VRL antitumorale Effekte beobachtet, was eine

Grundlage fur weitere Untersuchungen dieser Kombination in vivo liefert [142].

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass die MCT aufgrund der
nachgewiesenen Wirksamkeit und der niedrigen Nebenwirkungsrate als eine wertvolle
Behandlungsoption bei ausgewahlten Patient:innen angesehen werden kann. Um
jedoch die angemessene Rolle der MCT im Behandlungsalgorithmus fur MBC
festzulegen und die am besten geeignete Patientenpopulation zu ermitteln, sollte die
MCT in randomisierten Studien im Vergleich zu aktuellen Standardtherapien

untersucht werden.
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Abstract

Introduction: Metronomic chemotherapy (MCT) is increas-
ingly used in oncology due to its favorable tharapeutic in-
dex. There is still 2 lack of evidence for MCT in metastatic
breast cancer (MBC). In this retrospective unicenter study,
we demonstrated real-word data on MCT in MEC. Methods:
MBC patients who received metronomic oral cyclophospha-
mide (CTX) (50 mg daily} and methotrexate (MTX) (2.5 mg
every other day), CTX and capecitabine (CAPE) (500 mg
thrice daily), CTX, or vinorelbine (VRL} (30'mag daily} alone for
at least 4 weeks between 2009 and 2021 were included. The
primary endpoint was disease control rate (DCR) =24 waeks,
Secondary endpoints were progression-free survival (PFS)
and ovarall survival (05). Patient characteristics and therapy
response were analyzed using ¥? test. For survival analyses,
Eaplan-Meier estimator and log-rank test were used. Re-
sulfts: Seventy-twio patients were identified. Sity-two pa-
tients received CTX/MTX, three CTX/CAPE, two CTX, and five
VEL. Madian age at diagnosis MEC and at start of MCT was
59.0 years and 64.5 years, respactively. 72.2% tumors wera
hormone receptor positive and 27.8% were triple-negative.
54 7% patients had more than two different metastases.

80.6% patients showed visceral involvement. 31.9% patients
achieved DCR =24 weeks. Madian PFS was 17.0 weeks (95%
Cl 14.5-19.5) and median 05 was 53.0 weeks (95% Cl 29.0-
87.0). MCT showed similar DCR =24 weeks and clinically
meaningful but not statistically significant shorter median
PFS compared to prior therapy (31.9% versus 32.8% [p =
0.570] and 17.0 weeks versus 20.0 weeks [0 = 0.093], respec-
tively) and statistically significant higher DCR =24 weeks and
longer median FFS comparad to subsaquent therapy (31.9%
Versus 17.4% [p = 0.038] and 17.0 weeks versus 12.0 weeks
[p = 0.006], respectivaly). Three (4.2%) patients terminzted
MCT becausa of toxicity. Comclusion: In this real-world retro-
spective study, MCT was effective and well tolerated and
may thus represent a valuzble treatment option in selected

MEC patients. £ 3023 The Authors).
Published by 5. Karger AG, Bassl

Introduction

Metastatic breast cancer { MBC) represents one of the
leading cause of cancer mortality worldwide [1]. In gen-
eral, MBC is an incurable disease with a median overall
survival (OS] of about 3 years and a 5-year survival rate
of about 25% |2, 3]. Hormone receptor {HR), human epi-
dermal growth factor receptor 2 (HER2), breast cancer
1/2 gene (BRCA 1/2), phosphatidylinesitol-4,5-bisphos-
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phate 3-kinase catalytic subunit alpha, programmed
death-ligand 1 status, as well as biological age, tumor bur-
den, and prior therapies critically influence prognosis [2-
4]. Considering these prognostic factors, the therapeutic
goal is to achieve chronification of the disease with a pro-
longation of survival and preservation of quality of life
[5].

Metronomic chemotherapy (MCT), defined as a
chronic administration of conventional chemotherapeu-
tic agents at low doses without prolonged drug-free
breaks, was first mentioned by Hanahan and Kerbel in
early 2000 [6, 7]. Since then, numerous studies with MCT
have shown promising results. Most of the data originate
from phase 2 and retrospective trials, with breast cancer
being the most studied tumor entity. As there is growing
evidence of efficacy and good tolerability, MCT is in-
creasingly appreciated as a possible treatment option for
MBC [2, 3]. Oral administration of MCT is safe and pop-
ular among patients because of its ease of use and flexibil -
ity of drug dosing in case of toxicities [8-10]. Dose accu-
mulations associated with intolerable side effects are rare,
s0 the medication can be administered for longer periods
of time [11]. The mechanisms of action are not truly cy-
totoxic but rather multimodal, particularly via inhibition
of angiogenesis, immunomodulation, and effects on tu-
mor stroma [6, 7, 12, 13]. It is assumed that MCT is not
simply a different way of administering chemotherapy
(CT) but a truly new treatment option [14, 15]. Neverthe-
less, the data are still insufficient to identify which pa-
tients will benefit most and which agent or combination
is most appropriate. This retrospective study aimed to in-
vestigate the efficacy and toxicity of MCT in real-world
settings, taking into account the treatment prior and sub-
sequent to MCT as well as clinicopathological parame-
ters.

Materials and Methods

Study Population and Treatmeni

MEC patients who received MCT in the form of oral cydo-
phosphamide {CTX) (50 mg daily) and methotrexate (MTX)
(2.5 mg every other day), CTX (50 mg daily) and capecitabine
(CAPE) (500 mg thrice daily), CTX (50 mg daily) alone, or
vinorelbine (VRL) (30 mg daily) for at least 4 weeks between
February 2009 and December 2021 at the University Medical
Center Mainz were selected for this retrospective analysis. Pa-
tients with HER2-pasitive tumors and patients with presence of
additional cancer were excluded. Mo antiemetic treatment was
routinely given to patients during MCT. Clinicopathological
and follow-up data until March 2022 were collected as previ-
ously reported by our group [16]. Patients who had not pro-
gressed or died by the cutoff date of March 2022 were censored.
The manuscript was written in accordance with the STROBE
Statemnent checklist for cohort studies of the EQUATOR net-
work reporting guidelines [17].
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Clinical Oufcomes

The primary endpoint was disease control rate (DCR) =24
weeks. DCR included stable disease, partial response, and com-
plete response. Secondary endpoints were progression-free sur-
vival (PF5) and OS. Disease-free interval was defined as the time
from completion of primary therapy for early breast cancer to the
evidence of recurrence or metastatic disease. The therapy efficacy
was assessed using the standard clinical and imaging methods. As-
sessment of safety and tolerability of MCT was conducted accord -
ing to the Mational Cancer Institute Commaon Terminalogy Crite-
ria for Adverse Events (NCI CTCAE) version 4.03. For subgroup
analyses, we stratified the patients by age at start of MCT (younger:
< miedian age vs. older: > median age), HR status (HR positive: es-
trogen/progesterone receptor positive and HERZ negative vs. tri-
ple negative: estrogen/progesterone receptor negative and HER2
negative), number of different metastatic sites (without mubtiple
metastases: =2 different metastatic sites vs. multiple metastases: »2
different metastatic sites), and number of prior CT lines {nonheav-
ily pretreated: <2 CT lines vs. heavily pretreated: =2 CT lines).

Statistical Analvses

Statistical analyses were performed using the SPSS statistical
software system, version 27.0 {SP3S Inc., Chicago, IL, USA) Pa-
tient characteristics were analyzed descriptively using median and
range for continwous data and relative and absolute frequencies for
categorical data. The associations between clinicopathological
characteristics and therapy response were analvzed by applying a
Pearson’s y° test. For PFS and OS analyses, Kaplan-Meier estima-
tor and log-rank test were used. All tests were two sided and ap <
0.05 was considered statistically significant.

Results

Patient Characteristics

A total of 72 patients were included into the study (Ta-
ble 1). Conventional CT was administered in 40 (59.7%)
patients as the main therapy immediately prior to MCT
and in 36 (78.3%) patients subsequent to MCT. Five
[6.9%) patients received MCT as first-line therapy and 62
(86.1%) patients showed progressive disease from prior
treatment at the start of MCT. Mo concomitant treatment
such as radiotherapy, endocrine or targeted therapy was
observed in this cohort.

Therapy Response

DCR 224 weeks was achieved in 23 (31.9%) patients
(Table 2). Median PFS and OS were 17.0 weeks (5% con-
fidence interval [CI] 14.5-19.5) and 58.0 weeks (95% (I
29.0-87.0), respectively. CTX/MTX was the most com-
mon metronomic regime with DCR 224 weeks of 30.6%.
There were no significant differences in DCR and sur-
vival between different metronomic regimens, with 62, 3,
2, and 5 patients receiving CTX/MTX, CTX/CAPE, CTX,
and VRL, respectively. Compared to MCT, therapy prior
to MCT showed a similar DCR =24 weeks of 32.8% (p =
0.570) and therapy subsequent to MCT showed a signifi-
cantly lower DCR. =24 weeks of 17.4% (p = 0.038) (Ta-
ble 2).
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Table 1. Patient characteristics

Characteristics Patients {n= 73, Characteristics Patients (n= 72,
%) (%)
Age at diagnosis of BC, years Lines of CT
Median 505 <2 36 (50.0)
Range 29.0-80.0 =2 36(50.0)
Age at diagnosis of MBC, years Endocrine therapy
Median 50,0 Median 20
Range 33.0-86.0 Range 0-7
Age at start of MCT, years Lines of endocrine therapy
Median B4.5 <2 28(389)
Range 35.0-87.0 =2 44i61.1)
Time between diagnosis of MBC and start of Agents for endocrine therapy
MCT SERM 11{153)
<lyears EARCER]] SERD 41 (56.9)
<5 years 4333) Al monstercidal 42 (5B.3)
=5 years 17 (235) Al staroidal 3143.1)
HR status GnRH agonist 6(3.3)
HR positive 52(7232) Targeted therapy
HR negative (THEC) 20(27.8) None 40 (55.6)
Disease status Anti-HER2 therapy 314.2)
De novio MEC 100139 VEGF inhibitor 14(19.2)
DIF| <5 yaars 0 (27.8) PC-L1 inhibitor 1i1.4)
DFl <10 years 21 (292 mTOR inhibitor 20(27 B)
DFl =10 years 21 (29.2) CDK 4/% inhibitor 10(13.9)
Metastatic sites PARF inhibitor 1(1.4)
Median 30 Anti-resorptive therapy
Range -7 Mone 25(34.7)
Number of metastatic sites Bisphosphonates 31 (43.1)
<2 33 (458) Denasumab 20(27.8)
»2 39 (542) Radiotherapy
Metastatic sites MNone 26(36.1)
Bone 492 (568.1) Baone 39(54.2)
Liver 35 (48.6) Cerebrum 7(9.7)
Lung 34473
Plaura 20(278) MCT, metronomic chemotherapy; BC, breast cancer;, MBC,
Peritoneurn 13(18.1) metastatic breast cancer; HR, hormone receptor; TMBC, triple-
Distant lymph nodes 36 (50000 negative breast cancer; OFl, disease-free interval; SERM, selective
Cerabrum FaL )| estrogen receptor modulator; SERD, selective estrogen receptor
Soft Tissue 16(22.2) degrader; Al, aromatase inhibitor; GnRH, gonadotropin-releasing
Prior therapy for metastatic diseasa hormone; HERZ, human epidermal growth factor receptor 2; VEGF,
T vascular endothelial growth factor; PD-L1, programmed death-
Median 15 ligand 1; mTOR, mammalian target of rapamycin; CDK, cyclin-
Range 0-& dapendent kinase; PARP, poly-ADP-ribose polymerase.

Regarding age, median PFS (17.0 weeks in both
younger and older patients) and OS (58.0 weeks in
younger vs. 5.0 weeks in older patients) did not show
any significant differences (p = 0.389 and p = 0.237, re-
spectively} (Fig. 1a). Median PFS in both HRE-positive
and triple-negative subgroup was 17.0 weeks (p = 0.144)
(Fig. 1b). Median OS was 58.0 weeks (95% CI 17.2-98.8)
in patients with HR-positive disease and 52.0 weeks (95%
CI 11.0-93.0) in patients with triple-negative breast can-
cer (TNBC) (p =0.379). Patients without multiple metas-
tases had significantly longer median PFS and OS than
those with multiple metastases (34.0 weeks [95% CI
20.6-47.4] vs. 13.0 weeks [95% CI 11.5-14.5], p < 0.001,
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and 91.0 weeks [95% CI 53.7-128.3] vs. 39.0 weeks [95%
CI 26.1-51.9], p = 0.003, respectively) (Fig. 1c). Median
PFS and OS did not differ between nonheavily pretreated
and heavily pretreated patients {17.0 weeks [95% CI
15.8-15.2] vs. 13.0 weeks [95% CI 9.3-16.7], p = 0.764,
and 52.0 weeks [95% CI 2.0-102.0] vs. 58.0 weeks [95%
CI 31.4-84.6], p = 0.457, respectively) (Fig. 1d). In terms
of prior and subsequent therapy, MCT showed a clini-
cally relevant but not statistically significant shorter me-
dian PFS compared to prior therapy (17.0 weeks vs. 200
weeks, p = 0.093) and a significantly longer median PES
compared to subsequent therapy (17.00 weeks vs. 12.0
weeks, p = 0.006) ( Table 2).
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CTH, cyc lophosphamide; M TE, metho tecate; CAPE, capscits bne; VR, winanel ne; DCR, deemse control mate; S0, stable deesse; PR, partial responses; CR, com plete respo nse; CL conidence intercal; PFS,

progressio n-free s rdval; OF, ove mllsurdyal

Safety Resulis _
The most common adverse events leading to discon- 'E El
tinuation of MCT (= grade 3) were nausea/vomiting and i E &
diarrhea (2 patients) and thrombocytopenia (1 patient) = 2 =
{Table 3). In the CTX/MTX group, 5 (8.1%) patients dis- | .5 3
continued MTX without termination of CTX. Two (3.2%) U= EErEEzfss
patients terminated MTX due to nausea/vomiting and )| $=c=="az3
each (1.6%) patient due to fatigue, mucositis, and vision 5
impairment, respectively. Neutropenia or anemia = grade E
3 did not occur in our cohort. Overall, MCT was termi- I
nated early due to toxicity in 3 (4.2%) patients and low '_EL - A
performance status in 7 (9.7%) patients, which was simi- B = 5 3
lar compared with prior and subsequent treatment (7.5% 2| Zg=gs -
and 10.9% due to toxicity and 0.0% and 10.9% due to low FEE|BRsEERaz=
performance status in prior and subsequent therapy. re- &
spectively). = =z
S f
Discusslon 52 %‘ § z
g |25 % = B
In this retrospective unicenter study analyzing MCT
in real-world settings, CTX/MTX was the most common =)
metronomic regimen, accounting for 86.1% of all pa- ]
tients, followed by VRL in 6.9%, CTX/CAPE in 4.2%, and El
CTX in 2.8% patients. No concomitant treatment such as s 2 2 =
radiotherapy. endocrine or targeted therapy was given in = 25 g & &
our cohort. In the largest multicenter retrospective study G M =
VICTOR-6, which collected data of 597 MBC patients =
who received MCT between January 2011 and December =
2016 in 43 Italian Oncology sites, most patients (79.3%) g g =
received MCT as single agent (VEL 34.6%, CAPE 22.3%, z - £ & =z
and CTX 20.7%). The use of VRL- and CTX-based regi- g |33 3 % 3
mens increased during the observation period (2011: = B |32 = = &
16.8% and 17.1%, 2016: 29.8% and 25.6%, respectively) = )
[11]. In a meta-analysis conducted by Liu et al. [18], sub- £ =
group analysis did not show any significant difference in £ 2z =
the clinical benefit rate (CBR) among different metro- & = 7 9%
nomic agents as well as between MCT alone and the com- g E E g rod -]
bination regimens. In the present study, there were also = B o2 = a =
no significant differences regarding DCR and survival 3 - T T
among the different metronomic regimens. E =
The primary endpoint DCR =24 weeks was 31.9%, 5 E 5 3
which was in line with the results of previous studies [11, 3 | < g2 T 0§
19-21]. In the VICTOR-& study, the relatively high DCR. = | & 5 5 2 3
of 74.4% could be attributed to the fact that patients were E e 228gz2:38R
included into the study regardless of their responsetopri- 2 | = RRs2s-58s
or treatment. In addition, the definition of the timing of ¥ g § =
DCR was not clearly specified. Finally, the patient popu- & = é #
lations studied were very heterogeneous and can only be ; g I £ =
compared with caution [11]. In our analysis, which in- 3 = f -
cluded only patients with disease progression or intoler- E 3 'E 7 £ £
able toxicity from prior treatment, CTX/MTX was the o | 5: § 'E 2
most common metronomic regimen with a DCR =224 & | § Ex _g $2:2 g%
weeks of 30.6%. The results were consistent withaDcr & | £ | 22 252£ 881
4 Breast Care Krajnzk et al.
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Fig. 1. Kaplan-Meier analyses of PFS and 08 regarding age at start of
MCT (), HR status (b), number of different metastatic sites (c), and
number of prior CT lines (d). & Younger versus older: median PFS:
both 17.0 weeks, log rank: p = (0389, median 05 58.0 weeks versus
5210 weeks, log rank: p = 0.237. b HR positive versus THNEC: median
PF%: both 17.0 weeks, log rank: p = 0144, median O5: 580 weeks
versus 52.0 weeks, log rank: p = 0,379, € =2 metastases versus >2 me-
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tastases: median PFS: 34.0 weeks versus 13.0 weeks, log rank: p <
0.001, median O5: 91.0 weeks versus 390 weeks, log rank: p = 0.003.
d <2 prior CT lines versus =2 prior CT lines: median PFS: 17.0 weeks
versus 130 weeks, log rank: p=0.764, median OS: 52.0 weeks versus
58.0 weeks, log rank: p = (0457, MCT, metronomic chemotherapy;
HR, hormone receptor; TNBC, triple-negative breast cancer; PFS,
progression-free survival; 08, overall survival; CT, chemotherapy.
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Table 3. Therapy termination
a Adverse events leading to discontinuation of MCT

MCT agent Patients {n = 72), n (%)
CTXMTY 62
PD 46(74.2)
Death 6{8.7)
Low performance status 7i11.3)
MNausea/vomiting and diarrhea  2(3.2)
Thrombocytopenia 11{1.6)
MTX alone [CTX not terminated)  Fatigue 11{1.6)
Mausea/vomiting 1(332)
Mucositis 11{1.6)
Vision impairment 11{1.6)
CTX/CAPE 3
PD 3 (1000
CTX 2
PD 1 (50,00
Death 1{50.00
W¥EL 5
PD 5(100.00
b Termination of MCT compared to prior and subsequent therapy
Therapy Therapy prior ~ MCT pwalue Therapy subsequent pvalue
to MCT to MCT
Patients, n &7 72 45
Tharapy termination PD 61 (925) EL(76.4) 0255 28(60.9) 0486
Dieath 0(0um T 7152
Touicity 5(7.5) 340 5{109)
Low performance status 00Uy T 5{109)
Without termination 0 (0 000U 1(2.3)

MLCT, metronomic chemotherapy; CTX, cyclophosphamide; MTX, methotrexate; PD, progressive diseass; CAPE, capecitabine; VAL,

vinorelbine.

=24 weeks of 31.2% in the Chinese population, 40.3% of
whom received CTX/MTX as maintenance therapy with-
out disease progression from previous treatment [20].
Survival analyses revealed median PFS and OS of 17.0
weeks and 58.0 weeks, respectively, which was consistent
with the results of previous studies [11, 20, 22, 23].

In the subgroup analyses, we observed a significantly
longer median PFS (34.0 weeks vs. 13.0 weeks, p < 0.001)
and 08 (91.0 weeks vs. 39.0 weeks, p = 0.003) in the sub-
group without multiple metastases compared to the sub-
group with multiple metastases. It can be assumed that
patients with few metastases are more likely to have less
agpressive disease with a lower probability of extensive
visceral involvement. We did not find any significant dif-
ferences regarding age at start of MCT, HE status, and CT
line in survival analyses. In the VICTOR-1 study, metro-
nomic combination of VRL and CAPE had an acceptable
efficacy profile (overall response rate 33%, CBR67%) and
was well tolerated in MBC patients aged =70 years [24].

& Breast Care
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Also in older and frail HER2-positive MBC patients, ad-
dition of metronomic CTX to trastuzumab plus pertu-
zumab increased median PFS by 7 months compared to
dual HER2? blockade alone and was relatively well toler-
ated [25]. Patients with HR-positive, HER2-negative
metastatic disease resistant to endocrine-based therapy
and who do not require rapid tumor response are gener-
ally suitable for MCT [2, 14]. However, MCT may also be
promising in patients with TNBC, as demonstrated in the
current analysis, which did not show any significant dif-
ferences in survival between the HR-positive and the
THBC cohort. In the subgroup analysis of the VICTOR-6
study, patients with triple-negative MBC showed a me-
dian PFS, 08, and DCR of 6.0 months (95% CI 4.9-7.2),
12.1 months (95% CI 9.6-16.7), and 64.9%, respectively
[26]. In the present study, similar to most trials, patients
with HER2-positive tumors were excluded. In recent
years, there has been an increasing use of the combination
of MCT with anti-HER2 therapies. In the HEX trial, the

Krajnzk et al.



combination of standard trastuzumab and metronomic
CTX (50 mg once daily) plus CAPE {500 mg thrice daily)
in &0 patients with untreated HER2-positive MBC dem-
onstrated favorable efficacy with a median PFS of 11.0
months (95% CI 6.3-15.6) and a CBR of 78.2% [27]. Also,
the combination of metronomic VRL (40 mg thrice week-
ly) and trasturumab showed activity with a median PFS
of 7.4 months (95% CI 3.2-11.5) and a CBR of 75% [28].

MCT showed similar DCR =24 weeks and clinically
meaningful but not statistically significant shorter medi-
an PFS compared to prior therapy (31.9% vs. 32.8% [p =
0.570] and 17.0 weeks vs. 20.0 weeks [p = 0.093], respec-
tively) and statistically significant higher DCR =34 weeks
and longer median PFS compared to subsequent therapy
(31.9% vs. 17.4% [p =0.038] and 17.0 weeks vs. 12.0 weeks
[p = 0.006], respectively). Based on these results, it can be
assumed that MCT was as effective as standard prior ther-
apy and that patients experienced significant disease pro-
gression during subsequent therapy. It is important to
note that MCT was administered in 5 (6.9%) patients in
first-line setting and 24 (33.3%) patients received no fur-
ther therapy after MCT because of low performance sta-
tus or death. Nearly 20% of patients terminated MCT due
to low performance status or death. This sugpests that
there were many frail and pretreated patients in our co-
hort, so this should be taken into consideration when in-
terpreting and comparing the results with other studies.
The extent to which the efficacy of MCT, as illustrated by
comparable DCR =24 weeks and median PFS with the
prior treatment line, might improve OS remains specula-
tive because of several limitations. This single-arm study
was designed to describe the experience of a single insti-
tution. A cross-study comparison with historical cohorts
of MBC is difficult due to the heterogeneity of the cohort,
which included patients in first-line setting as well as
heavily pretreated patients who were treated with differ-
ent agents.

MCT was well tolerated. Only 3 (4.2%) patients termi-
nated MCT due to toxicity, which was similar compared
with prior and subsequent treatment. The favorable tox-
icity profile of MCT with similar results has also been
demonstrated in previous studies in which 2.2-14.9% of
patients discontinued MCT due to toxicity [11, 20, 23,
29). Compared with conventional CT, MCT is associated
with fewer adverse events such as polyneuropathy, my-
elosuppression, mucositis, and hair loss and may thus
contribute substantially to the maintenance of quality of
life, which is one of the main goals of treatment at this
stage [19, 30]. However, to date, data allowing a direct
comparison between MCT and conventional CT in terms
of tolerability and quality of life are lacking.

There were limitations in the present study. The retro-
spective design can lead to selection bias, so the interpre-
tation of the presented results is limited. The vast major-
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ity of patients received MCT before or at the time of in-
troduction of cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors for
HR-positive, HER2-negative MBC and pembrolizumab
for triple-negative MBC. Available studies on MCT often
show small, heterogeneous patient populations with dif-
ferent agents and different doses. In addition, the metro-
nomic agents are often combined with each other as well
as with other substances. It is therefore difficult to inter-
pret the presented data and the exact role of MCT in
terms of current recommendations for MBC treatment.
Parts of the clinical data from our MCT cohort were al-
ready published elsewhere [16, 31, 32]. In this study.
MCT patients were included regardless of the active
agent, and OS data were presented for the first time.

Conclusion

This real-world retrospective unicenter study on MCT
showed favorable efficacy with minimal toxicity in MBC
patients. The data presented support the premise that
MCT is appreciated as a valuable treatment option in se-
lected patients. However, to establish the appropriate role
of MCT in the treatment algorithm for MBC and toiden-
tify the most appropriate patient population, no effort
should be spared to test the efficacy and safety of MCT in
randomized controlled trials compared with modern
treatment regimens.
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Summary
Background: Low-dose metronomic chemotherapy
{LDMCY} is increasingly used in metastatic breast cancer
{MBC]. In this retrospective analysis, we examined the
therapeutic effects and side effects of LDMC in a cohort
of MBC patients. Methods: Patients with MBC were in.
cluded when LDMC with oral cyclophosphamide (CTX)
and methotrexate (MTX) was administered between
2009 and 2015. The primary endpoint was disease con-
trol rate (DCR} = 24 weeks after the start of LDMC. Sec-
ondary endpoints were duration of progression-free sur-
vival {PFS], rates of discontinuation due to side effects,
and DCR with regard to subgroups. Results: Retrospec-
tive data of 35 patients were available for this analysis.
31% patients achieved DCR. The median PFS was 12
wieks. 9% of patients discontinued LDMC due to ad-
verse events. DCR was 37% in the first 2 lines and 25% in
further lines of therapy. 22% of patients with multiple
metastases and 3%% with =2 different metastatic sites
achieved DCR. DCR was achieved in 33% of hormone
receptoriHR)-positive patients and 27% of HR-negative
patients. Conclusion: The DCR of 31% is in line with the
results of previous phase Il studies. LDMC was well tol-
erated. Subgroup analysis was not able to identify a
group in which LDMC was more efficient.

© 2018 5. Karger GmbH, Freiburg

Introduction

The concept of conventional chemotherapy is based on the
maximum tolerated dose (MTDY) given at 2- to 4-week intervals.
The aim of this therapy schedule is to affect rapidly dividing cells
and to kill as many malignant cells as possible [1]. In addition,
non-malignant highly proliferative cells are also affected by these
agents. Thus, adverse events like mucositis, myelosuppression,
and hair loss are common and represent clinically relevant seque-
lae |2]. In order to preserve quality of life for patients with ad-
vanced cancer, other sirategies with fewer side effects have been
evaluated [3, 4]. In hormone receptor{HR)}-positive metastatic
breast cancer (MBC) patients without severe symptoms of disease,
endocrine therapy should be applied as an initial therapy. In the
case of disease progression or in patients with HR-negative MBC,
cviostatic agents with or without targeted therapies are recom-
mended |5].

The daily administration of cytostatic drugs in low doses is
called low-dose metronomic chemotherapy (LDMC) [1, &]. Many
studies showed that LDMC used for palliation can achieve disease
control and prolonged overall survival without severe side effects
[7]. Ower the last decade, clinicians have begun to consider intro-
ducing LDMC much earlier into the treatment plan [8, 9]. In com-
parison with conventional chemotherapy, the lower doses of
LDMC may induce fewer side effects [10-13], which may lead to a
lower rate of discontinuation due to side effects such as myelosup-
pression [10]. In this explorative retrospective analysis, the thera-
peutic effects and the side effects of LDMC with cyclophosphamide
{CTX) and methotrexate (MTX) in patients with MBC were exam-
ined. Furthermore, we tried to define a subgroup of patients in
which LDMC is more favorable.
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Table 1. Clinical patient characteristics
Median age at start of treatment (range), years &4 (35-83)
Number of carrent chemotherapy lines, n
=2 L]
1 &
2 1
=2 ﬂ'lewﬂy pu':i.relhed} 16
3 ]
4 i
5 1
6 1
7 o
B 1
Number of metastatic sites at start of treatment, o
=2 26
1 13
2 13
=2 (multiple metastases) L]
3 5
L] 4
Metastatic sites, n
Bone n
Liver 17
Lung 13
Lymph o
Fleura 3
(ther (thoracic wall, cotaneous, cerebral, peritonenm) f
Hommane receptar status, o
Paositive 4
Megative 1
HER2 status, n
Paositive 1
Negative ET]

Patients and Methods

We screened patients with MBC who received CTX 50 mg daily and MTX
15 mg every second day at the Department of Gynecology and Obstetrics of the
University Medical Center Mainz between 2009 and 2015, Patient characteris-
tics such as number of chematherapy Enes and different metastatic sites, metas-
tasis Jocation, HE. status, and HER? siatus were exiractsd from the patient fles.
The therapentic efficacy was determined as disease contraol rate (DCR) for 224
weeks after the start of LDMC medication. DCR included complete remission
(CR), partzl remission (PR), and stable disease (SD). Progression-free sunvival
{PF5) was defined as the time from the start of therapy to the detection of pro-
gressive disease (PIY) or death. Duration of response (DoR) was defined as the
time from docamentation of tumar response to PD. Toxicity was assessed by
comman terminology criteria for adverse events (CTCAE) version 4.0. For sab-
group analysis, we stratified the patients by number of chemotherapy lines
{heavily pretreated =2 chematherapy lines), number of different metastatic sites
{multiple metastases =2 different metastatic sites), and HR and HER2 statas.
The 5PS5 sttistical software system, version 190 was used for statistical analy-
ses (IBM Carp., Armonk, NY, USA)L

Results

Retrospective data of 35 patients were available for this analysis.
Patient characteristics are displayed in table 1. Briefly, the median
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xiﬁmt_ Treatment response after n (%)
ol rate 2 24 weeks) =24 weeks (n = 35)
Progressive disease 24 (686}
[Msease contral rate 11 (314}
Stable disease 4 {114y
Partial remission G171}
Cnm:p]:he remission 1 {25}

Table 3. Therapy duration, progression-free sarvival (PF5), and duration of

respanse {DoR)
Mean  Median Mindmum  Maximuem
Therapy dumation, weeks 7 12 [ B
PEE, weeks i) 12 [ B&
[k, weeks 362 2 B |
I‘:::I.Mnm Adverse events (n = 35) o (%)
Cycophosphamide/methotrexate 384}
(MTX) dropouts
Thrombocytopenia 1{289)
Fatigne 1 (25}
Nauseafvomiting 1{289)
MTX dropouss 4114
Fatigue 167)
Nauseaivomiting 2(57)
Visual impairment 11{29)
Hemarrhagic cystitis 1(29)

age was 64 years (range 35-83 years). All patients were pretreated
with an endocrine or targeted therapy andfor other cytostatic
drugs. The treated cohort received a median of 2 (range 1-8) lines
of chemotherapy (including LDMC). A median of 2 (range 1-4)
different metastatic sites of MBC were present; the most frequent
location was bone (20 patients), liver {17 patients), and lung (13
patients). 24 patients presented with HR positivity, and 1 patient
showed HER2 positivity at diagnosis.

DICR was achieved in 11 (31%) patients (tables 2, 3)_ 1 (3%), &
{17%), and 4 {11%) patients achieved CR, PR, and 5D, respectively.
The remaining 24 {69%) patients showed PD. The median PFS was
12 weeks (range 6-86 weeks). Therapy response was documented
in 15 (43%) patients, and the median DoR was 22 weeks (range
£-74 weeks).

During LDMC, discontinuation of therapy due to adwverse
events occurred (table 4): 3 (9%) patients receiving CTX/MTX
stopped therapy due to intolerable side effects. Thrombocytopenia,
gastrointestinal complaints, and fatigue were the most common
reasons for early termination of therapy. 4 (11%) patients stopped
only MTX, mainly because of gastrointestinal symptoms and visual
impairment. 1 (3%} patient developed hemorrhagic cystitis but no
therapy termination was necessary.

Subgroup analysis did not reveal a specific group of patients
who showed benefit from LM (table 5, fig 1). 4/16 (25% ) heav-
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Fig. 1. Treatment response (disease control rate
= 14 weeks, DCH 24W) with regard to subgroups:
A number of chemotherapy lines; B number of
different metastatic sites; © hormone receptor L
(HE) status; D HER2 status.

]

Table 5. Treatment response (disease control rate = 24 weeks) with regard

to subgroups

Subgroap HFate, n (%) pvaloe

IR depending on chemotherapy ne 0.493
=2 7719 (36.8)
=2 A6 (25)

IR depending on number of metastatic sites 0685
=2 A2 (346)
=2 e (22.3)

IR depending on hormone receptor status 100
Paositive 24 (33.3)
Megative 11{27.3)

DR depending on HER2 status -
Paositive 1 o)
Megative 11734 (32.4)

ily pretreated and 7/19 (37%) non-heavily pretreated patients
achieved DCR (p = 0.493). 2/9 (22%) patients with multiple metas-
tases and 928 (35%) with <32 different metastatic sites achieved
DCR (p = 0.685). §/24 (33%) HR-positive and 3/11 (27%) HR-neg-
ative patients achieved DCR (p = 1.00). We did not conduct a com-
parison regarding HER2 status and therapy response due to the
lack of HER2-positive patients (HER2-positive: n = 1; HER2-nega-
tive- n = 34).

74 Breast Care 2008;13:272-276
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Discussion

In this explorative analysis of 35 heavily pretreated MBC pa-
tients, LDMC was efficient and well tolerated. The treated cohort
varied in age, number of pretreatments, and number of metastatic
sites before the start of LDMC. The DCR of 31% was in line with
the results of previous phase I1 studies in which the DCR/clinical
benefit rate (CBR) was achieved in 24-51% of patients [10, 11, 14].
CR. PR. and 51} were observed in 1, &, and 4 patients, respectively.
The median PFS was 12 weeks (range 6-86 weeks), and the median
Dok was 22 weeks (range 8-74 weeks). Orlando et al. [15] showed
in a long-term follow-up study that metronomic CTX/MTX was
feasible and provided a prolonged clinical benefit (CB) in 16% of
patients withouwt cumulative toxicity despite prolonged use. In a
prospective, non-randomized, phase I1 cdlinical trial, Perroud et al.
[12] showed in patients with advanced breast cancer a CB of 55%
(11720) at 24 weeks after the beginning of treatment with metro-
nomic CTX and celecoxib, a selective cyclooxypenase-2 inhibitor.
Muoreover, serum concentration of vascular endothelial prowth fac-
tor (VEGF) decreased and soluble vascular endothelial growth fac-
tor receptor 2 (sVEGFR-2) increased during treatment. Circolating
endothelial cells (CECs) increased in patients with CB at the time
of progression. Perroud et al. [12] postulated baseline VEGF and
VEGF/sVEGFR-2 to be potential predictive biomarkers of re-
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sponse, and CECs of follow-up, in metronomic chemotherapy. Be-
cause of the well-known anti-angiogenic effects of LDMC, combi-
nations with other apents targeting VEGF were evaluated [16, 17].
A phase 11 trial with metronomic CTX and capecitabine in combi-
nation with bevacizumab showed 3 CBR of 88% 2 24 weeks and a
mild toxicity profile in heavily pretreated MBC patients [18]. The
orally available VEGFR inhibitor, vandetanib, given metronomi-
cally with metronomic CTX/MTX, obtained a favorable therapy
response (DCR of 25% 2 24 weeks) with a good toxicity profile in
MEC[19].

LDMC with CTX/MTX was well tolerated. 7 (20%) patients dis-
continued therapy due to adverse events. 3 (9%) patients stopped
both CTX and MTX therapy due to intolerable side effects. Throm-
bocytopenia, gastrointestinal complaints, and fatigue were the most
commen reasons for early termination of therapy. 4 (11%) patients
stopped MTX but continwed CTX, mainly because of gastrointesti-
nal symptoms and vision impairment. 1 (3%) patient developed
hemorrhagic cystitis but no therapy interruption was necessary.
Leukopenia and anemia were not documented as reasons for ther-
apy termination. In the study by Colleoni et al. [10], MBC patients
with Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scores = 3
treated with metronomic CTX/MTX presented with few adverse
events. The most frequent toecicity was grade 1 leukopenia, which
was observed in 35% of cases. Only 10% of the cycles were delayed
and 7% of the courses were administered at reduced dosages,
mainly due to leukopenia and an increase in transaminases [10].

In our subgroup analysis, no significant differences were found
regarding chemotherapy lines, numbser of different metastatic sites,
and HR status. Mot surprisingly, we observed that therapy response
was worse with an increasing number of metastatic sites and chem-
otherapy lines. It can be assumed that the LDMC should be investi-
gated not only in heavily pretreated patients but also in MBC pa-
tients without symptoms and need for rapid response. Recently,
LDMC was also examined as a component of the adjuvant and ne-
oadjuvant treatment of breast cancer [9, 20, 21).

LDMC should be discussed as 2 feasible low-dose varistion of
dose-dense therapy. Compared to MTD chemotherapy, LDMC is
associated with significantly lower cumulative doses and less toxic-
ity [1, 2, 6, 21]. Diespite this finding, the antitumor effects of LDMC
might be comparable or even superior to conventional MTL regi-
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mens |22-24]. The main efficacy of LDMC is induced by anti-angi-
ogenesis and immune systemn modulation [25-29]. Furthermore,
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studies. The most frequently administered therapy consists of CTX
and MTX [10, 11, 13, 14, 32, 33]; however, prospective randomized
studies are lacking [7]. Other orally available drugs with proven ef-
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a lack of randomized studies of LDMC in comparison to approved
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vantages of LDMC in comparison with conventional chemother-
apy in the palliative treatment of MBC, we have initiated a case-
control study. The retrospective design of the current analysis lim-
ited the examination of further important aspects like quality of
life. In the next step, we will prepare a prospective case-control
analysis of LDMC and conventional chemotherapy to examine
subgroups and determine the patient collective which will obtain
the best benefit from LDMC in the treatment of MBC.

Conclusion

In conclusion, our retrospective analysis of metronomic CTX/
MTX indicates that LDXMC is a feasible and well tolerated therapy
option in MBC patients without the need for rapid response. How-
ever, effectiveness and tolerability should be examined in prospec-
tive randomized trials.
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Abstract

Purpose There is growing interest in low-dose metronomic chemotherapy (LDMC) in metastatic breast cancer (MBC). In
this retrospective case—control analysis, we compared the efficacy of LDMC and conventional chemotherapy (OCT ) in MBC.
Methods Each LDMC patient receiving oral cyclophosphamide (CTX) (50 mg daily) and methotrexate (MTX) (2.5 mg
every other day ) was matche d with two controls who received CCT. A ge, number of chemotherapy lines and metastatic sites
as well as hormone roeptor (HR) status were considered as matching criteria. Primary endpoint was disease control rate
longer than 24 weeks (IXCR). Secondary endpoints were progression-free survival (PFS), duration of response (DoR ) and
subgroup analyses using the matching criteria.

Results 40 cases and 30 controls entered the study. 30.0% patients with LIDMC and 22.5% patients with CCT showed DCR
(p=0.380). The median PFS was 12.0 weeks in both groups (p= 0.218) and the median DoR was 31.0 vs. 2005 weeks
(p=0.383), mespectively. Among younger patients, DCR was 40.0% in LDMC vs. 25.0% in the CCT group (p=0.249].
DXCR was achieved in 33.3% va. 26.2% non-heavily pretreated patients (p=0.568) and in 36.0% vs. 1807 patients without
multiple metastases (p=0.096), respectivety. In the HR-positive group, 30.0% LIDMC vs. 28 3% CCT patients showed [DCR
(p=1.000). Among triple-negative patients, [CR was achieved in 30.0% LIDMC and 3.0% CCT patients (p=0.095).
Conclusions We demonstrated a similar efficacy of LDMC compared to CCT in the treatment of MBC. Thus, LDMC may
be a valuable treatment option in selected MBC patients.

Introduction

Metastatic breast cancer (MBC) is an incurable but treatable
disease. Thus, it is crucial to achieve disease control with
preservation of quality of life (Qol) [1]. In the last dec-
ades low-dose metronomic chemotherapy (LDMC) gained
increasing popularity [2, 3]. LDMC is defined as a continu-
ous administration of cytotoxic drugs at low doses, distinctly
lower than the maximum tolerable dose (MTD) of conven-
tional chemotherapy (CCT) [4]. Consequently. compared to
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MTD the lower doses of chemotherapeutic drugs may induce
less adverse events like myelosuppression, mucositis or hair
loss [5-T]. It iz assumed that LDMC is not simply a different
way of administering chemotherapy but a truly new treat-
ment option [3, 8, 9]. This alernative strategy has been used
especially in elderly patients, not eligible for a CCT [B]. The
orally available and well-established cytostatic agents like
cyclophosphamide (CTX ). methotmxate (MTX), vinorelbine
(VEL) and capecitabine {CAPE) are suited for metronomic
chemotherapy. The best experience about LDMC arises
from phase II studies, however phase I studies are still
lacking. Furthermome, to the best of our knowledge, thene is
insufficient experience regarding the efficacy of metronomic
chemotherapy, compared to CCT in MBC.

In this retrospective case—control study, the efficacy of
metronomic administered CTX/MTX and OCT was com-
pared in matched pairs and subgroup analyses were per-
formed to define patients in which LDMC might be a mon
effective treatment option.
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Methods

MBC patients receiving LIDMC with oral CTX (50 mg daily)
and MTX (2.5 mg every other day) at the Department of
Gynecology and Obstetrics of the University Medical Cener
Mainz, Germany between 2009 and 201 8 were selected for
this retrospective analysis as previously described [ [0]. Each
LIXYMC patient was matched with two patients, who moeived
CCT, if matching criteria (measurable metastatic disease,
age at start of therapy, number of chemotherapy lines and
different metastatic sites as well as hormone receptor (HE)
status) were met. No antiemetic treatment was routinely
given to patients in the LDMC group. In the OCT group
only patients without therapy termination due to toxicity
were included. No concomitant treatment like radiotherapy.
endocrine or targeted therapy was allowed. HER 2-positive
patients and patients with presence of additional cancer wene
excluded.

Primary endpoint was disease control rate longer than
24 weeks (DCR). DCR included stable discase {50, par-
tial response (PR} and complete response (CR). Secondary
endpoints were progression-free survival (PFS), duration of
msponse (Dok), as well as DCR and PFS in subgroups. The
[DoR was defined as the time from documentation of tumor
msponse to progression disease (PD) or death. The therapy
efficacy was assessed using the standerd clinical and imaging
methods. For subgroup analyses we used the a priori deter-
mined matching criteria to obtain comparable populations of
same size. Therehy, we stratified the patients by age at start
of LOMCACCT (younger: < median age vs. elderly ;> median
age), the number of chemotherapy lines (non-heavily pre-
treated: < 2 chemotherapy lines vs. heavily pretreated: = 2
chemotherapy lines), number of different metastatic sies
{no multiple metastases: < 2 different metastatic sites vs.
multiple metastases: > 2 different metastatic sites) and by
HR status (HR-positive: cestrogen/progesterone positive and
HER2-negative vs. triple-negative). SPSS (statistical soft-
warne system, version 230, IBM Corp., Armonk, NY, U.5.)
was used for statistical analyses. Patient characteristics and
therapy mesponse (DCR and therapy response in subgroups)
wene analysed by applying a Fisher’s Exact test. For PFS and
[oR analysis Kaplan—Meier estimator was used. The Log-
rank test was used for the comparisons of survival curves
between LDMC and OCT group. A Cox regression model
was used to estimate the hazard ratio (HR) and 95% confi-
dence interval (CI) in the analysis of PES and DoR. All tests
wen: two-sided and p < 0005 was considered as statistically
significant. Writien informed consent was obtained from all
patients included in the study.
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Results
Patient characteristics

In total, 120 paticnts (40 cases and 80 controls) entered
the study. Patient characteristics are shown in Table 1.
The median age at first diagnosis (FD) of MBC was 39
(33-82) years in the LDMC group and 39 (28-81) years
in the CCT group (p=0.344). The median age at start of
therapy was 63 (range 35-83) years and 61 (range 30-81)
years (p=0.230), respectively. In the HR-positive cohort,
93.3% LDMC patients and 71.7% CCT patients had at
least one endocrine therapy in MBC prior to LDMC or
CCT treatment (p=0.026). 47.5% vs. 51.3% paticnts
received adjuvant or neoadjuvant chemotherapy at FD of
breast cancer (BC) (p=0.847). After FD of MBC, 32 5%
patients received less than 2 chemotherapy lines before
LDMC/ICCT (p= 1.000) (Table 1). 62.3% patients had
up to 2 different metastatic kesions (p= 1.000). In the
LIXMC group as well as in the CCT group 25.0% paticnts
showed triple-negative discase (p= 1.000). As demon-
strated in Table |, all matching criteria were met. The
muost frequent site of metastases in the LDMC group as
well as in the CCT group were bone (62.3% vs. T0.0%,
p=0417), liver (32.5% v=. 52.5%, p=1.000) and lung
(40% vs. 40%, p= 1.000), respectively. There were no sig-
nificant differences regarding number and localization of
metastatic lesions between the two groups (Table 2). In the
CCT group. the most frequently used chemotherapy regi-
men was capecitabine (27.5%) and pegylated liposomal
doxorubicin (26.3%). Taxanes were administered in 17 3%
patients and eribulin in 12.5% patients (Table 3).

Therapy response

DCR was achieved in 30.0% LDMC patients and in 22.5%
CCT patients (p=0.380) (Table 2). 12.53%, 13.0%, 2.5%
LDMC patients ws. 18.8%, 3.8%, 0.0% CCT patients
showed 5D, PR, CR, mspectively (Table 4). The median
PFS was 12.0 weeks (95% CI 9.9-14.1) in the LDMC
group, as compared with 12.0 weeks (93% CI 10.5-13.3)
in the OCT group, HE. for progression or death was 0.796;
95% CI0.541-1.170; p=0.245 (Fig. 1). The median DoR
was 3.0 weeks in the LDMC group and 20.3 weeks in the
CCT group (p=0.383) (Table 4), HR for progression or
death was 0.749; 95% CI10.385-1.459; p=0.3%. Therapy
mesponse was detected in 37.5% LDMC patients and in
30.0% CCT patients (p=0.417) (Table 4.
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Table2 Localtation of metadatic kdms
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Mo ol patients (8)
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)59
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Liver
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Lung
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1260
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Table 3 Chemotherapeutic substances in the conventional chemother-
apy group

Chematherapy MNo. of patients (%)
Capecitabine 1 {37 5%)
Pegylaied liposomal doxorubicin 21 (263%)

Taxane (paclitae Vnab-paclitaxel/dmnc- 14 (175%) (4 (50% W 8

etal) (1Y 2 (2.5%0
Eributin 10 (12.5%)
Carboplatin+ gemcitabine F6.3%)

' imome ihine 4 (50%)

Other (dmorubicin/carboplatin'fluoroura- 4 (50%) Geach 1 {1350
cil/capecitshine + vinombine)

Therapy response in subgroups

In the subgroup analyses, 40.0% younger LDMC patients
and 23.0% younger CCT patients showed DICR (p=0.249)
(Fig. 2a). 20.0% elderly patients achieved DCR in both
treatment groups (p= 1.000). Among non-heavily pre-
treated patients, DCR was 33 3% in the LDMC and 26.2%
in the CCT group (p=0.568). In the heavily pretreated
group, 26.3% va. 15.4% patients showed DCR (p=0.509).
DCR was achieved in 36.0% LDMC patients and in 13.0%
CCT patients (p=00%) without multiple metastases and
in 20.0% vs. 30.0% with multiple metastases (p=0.722).
AD0% ws. 28.3% HR-positive patients (p= 1.000) and
I00% vs. 3.0% triple-negative patients achieved DCR
(p=0.093), mspectively.

The median PES in younger patients was 15,0 weeks in the
LOMC group and 14.0 weeks in the CCT group (p=0.212)
(Fig. 2b), HR for progression or death was 0.7 19; 95% CI
0.415-1.243; p=0.237 (Fig. 2c). Elderly patients showed a
median PFS of 12.0weeks in both groups (p=0.6I7) (Fig. Zb).
The median PFS in non-heavily pretreated patients was
170 weeks vs. 150 weeks (p=0.331) (Fig. 2b), HR for pro-
gression or death was 0.849; 03% CI 0.500-1.442; p=0.544
(Fig. 2c). In the heavily preteated subgroup, the median PFS
was | 20wecks for both treatment groups (p=0.235) (Fig. Zh).
The median PFS in patients without multiple metastases was

160 wecks va. 120 weeks (p=0.064) (Fig. 2b), HR for pro-
gmssion or death was 0.642; 93% CI 0.392-1.0353; p=0.079
(Fig. Zc). In the cohort with multiple metastases, the median
PF5 was 12.0 weeks in both groups (p=0.634) (Fig. Zb).
Regarding receptor status, the median PFS was 120 weeks
vi. 140 weeks in the HR-positive group (p=0.570) and
120} weeks in both triple-negative groups (p=0.081) (Fig. 2h).
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Table 4 Therapy response

LDMC ocT v
n=40 n=Hi

DCR {n (%00 12 (300050 18 (22.5%) 0380
Therapy response afier 24 weeks P 28 (T0U05E) 62 (17.5%)

s 5(12.5%) 15 (18.B%D

PR 6 (150%) J{3.8%)

CR 1 {2.5%) {005}
Median PFS (range) (weeks) 1240 (6-86) 1200 (41N 0218
Median duration of response {range) {weeks) IBO2TH WS(I2-85 038
Therapy response (n (%) 15 (37.5%) 24 (30.0%) 0417

DR Disease Conirol Rate, PFS progression-free survival, P progmession disezse, S0 stable disease, PR
Partial response, CR Complete esponse

Discussion

In this eetrospective case—control study 12 MBC patients
weme evaluated regarding the efficacy of the chemotherapy
treatment. The primary endpoint DXCR did not differ signifi-
cantly betwesn LDMC and CCT group (30.0% vs. 22.5%.,
p=0.380). The impact of metronomic CTX/MTX in our
cohort of HR-positive and HER 2-negative MBC patients as
measured by DCE after 24 weeks of treatment was in line
with previous studies [11-13]. Gebbia et al. [6] observed a
higher PR rate in the cohort of patients with the combina-
tion CTX/MTX as compared to that treated with CTX alone
(20% vs. 14%, p=0.45). The median PFS was 120 weeks
in the LIDMC as well as in the OCT group (p=0.218). Fur-
thermore, DoR (310 vs. 20.5 weeks, p=0.383) and therapy
response (37 5% va. 300%, p=0.417) failed to show any
significant differences between LDMC and OCT group.
Moreover, the rate of teatment response may also depend
on patient characteristics like age, metastatic spread, HR
status as well as previous treatment. In the subgroup of
younger patients, CR was documented in £0.0% patients
in the LDMC group and in 2307 patients in the CCT group
{p=10.249). According to current recommendations fior teat-
ment of MBC, LDMC is primarily intended for elderly and
frail patients, who are not suitable for conventional dosis
of chemotherapy [14-16]. However, we have shown that
LDMC can also be a treatment option for younger patients.
Based on previous data from phase [1 studies, LDMC rgi-
mens provide promising results in the first-line setting with
a clinical benefit rate (CBR ) of up to 78% and a median time
to progression (TTP) of up to 22 months [17-19]. Among
the non-heavily pretreated subgroup, 33.3% LDMC patients
and 26.2% OCT patients showed DCR (p=0.368). Morz
importantly, it is well 2stablished that the duration of disease
control decreases with the increasing number of chemother-
apy lines [20]. In the subgroup without moltiple metastases,
LIXMC patients showed DICR twice as often as in the control
group (36.0% vs. 18.0%, p=0.096) and the median PFS was

76

160 weeks vs. 12,0 weeks (p=0.064) with a trend towards
significance. In the HR-positive group, we found no differ-
ences in CR between the two groups. However, among
triple-negative patients, 30.0% patients with LDMC com-
pared to 3.0% patients with CCT showed DCR (p= 0.0493)
resulting in a borderline significance in favor of LDMC. A
beneficial effect of the metronomic combination of VEL and
CAPE was also shown in the tripke-negative subgroup (28
patients) in the VICTOR-2 study [21]. The DCR was 33.7%
and the median PFS was 4.7 months. Furthermore, LDMC
with CTX/MTX was well-tolerable with almost only grade
1-2 toxicities. The most frequent adverse events wene keu-
kopenia (1-49% ), nausea’vomiting (3-39%) and gastric pain
(6—7%). Elevated values of tranzsaminases, ohserved in up to
60% patients (10% grade 34}, were mostly attributable to
concomitant hepatic metastases or recovered with reduction
or transient interruption of MTX [10, 12, 22]. In order to
reduce hepatic toxicity and simplify the drug administration
we modified the MTX schedule (2.5 mg every other day
instead of 2.5 mg twice a day on days | and 4 every week)
and found no grade 34 hepatic toxicities [10].

By reference to current ex perience, endocrine-based
therapy should be provided as the first choice for MBC
with positive HR status except in the case of life-threating
diszase [23]. In the last decade, new options as cyclin-
dependent-kinase (CDK) inhibitors and immune check-
point inhibitors for the treatment of MBC were established
[24-26]. Moreover, LDMC has gained increasing inter-
est through its multi-targeted nature. In addition to direct
cytotoxic effect, LDMC induces indirect effects on umor
cells by modulation of tumor microenvironment via inhibi-
tion of angiogenesis and stimulation of immune response
[27-29]. Thus, while the anti-tumor response to LDMC
miay be delayed, the effect is more likely to be sustained,
owing to the decreased selection of resistant tumor cell
clones and the suppression of anti-tumour immunity with
a decreased likelihood of discase relapse [30]. Oral admin-
istration of well-tolerable LDMC including improvement

&) Springer
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Fig. 1 Kaplan-Meier analysis
of progression-free sur-
vival. a all patients: median
PFS in LDMC and CCT:

12,0 weeks vs. 12.0 weeks,
Log-rank: p=0.218. b younger
patients: median PFS in
L.DMC and OCT: 15.0 weeks
vs. 140 weeks, Log-rank:
p=0.212 ¢ non-heavily pre-
treaed patients: median PFS in
L.DMC and OCT: 17.0 weeks
vs. 150 weeks, Log-rank:
p=0.531.d patients without
multiple metastases: median
PFS in LDMC and CCT:

160 weeks vs. 12.0 weeks,
Log-rank: p=0.064. e HR-
positive patients: madian

PFS in LDMC and CCT:

120 weeks vs. 14.0 weeks,
Log-rank: p=0.570. f triple-
negative patients: median PFS
in LDMC and OCT: 120 weeks
vs. 120 weeks, Log-rank:
p=0081. LDMC ow-dose met-
ronomic chemotherapy ), CCT
conventional chemotherapy

pmammm
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a
Mo. of patients DCR (%)
Subgroup with DCR. (95%: CI)
all LOMC 12140 0,30 {(0.15 - 0.45) —
all CCT 1R/G0 022 (0.13 - 0.32) -
@
younger LOMEC B/20 0.40 {016 - 0.64)
younger CET 10040 0,25 (0,10 - 0,40} e
elderly LOMC 4720 0,20 (0,00 - 0.40) -
elderly COT 840 0,20 (0,06 - 0,34}
chemotherapy line
nea-heavily pretreated LDMC HiEd| 0.33{0.11 - 0.56}
nen-heavily pretreated CCT 11442 0.26 (0,12 - 0.41) —
heavily pretreated LDMC 510 0.26 {0.04 - 0.40)
heswvily pretreated CCT 7138 048 (0,05 - 0.32) —
metastatic sites
no mult. metastases LOMC Q25 0,36 (0.15 - 0.57)
nix mult. metastases CCT sl 0,18 (0,06 - 0,30} —
mult. metastases LOMC ans 0.20 (0.00 - 0.44)
mult. metastases CCT 30 0,30 (0.12 - 0.48)
HR status
HR-positive LODMC 230 0,30 (0.12 - 0.48) —_—
HR-positive CCT 1T/G0 0.28 (0,16 - 0.41) _—
triple-negative LOMC 310 0.30 {0.00 - 0.63) B
triple-negative CCT 1420 0.05 {000 - 0.17) |_.. : e i
0 0iaz0304chearpsny o
CR (%)
b

median progression-

free survival (weeks)
Subgroup Mo. of patients (95% CI)
all LOMC 40 120(99-14.1) —_
all CCT B0 12.0 (10.5 - 13.5) -
age
younger LOMC 20 16.0 (6.2 - 23.8)
younger CCT 40 14.0(11.5-16.5) —
aldarly LOMC 20 12.0 (10.8-13.2) —~
elderly CCT 40 120 (106 -13.4) -
chamotherapy line
nor-hesvily pretreated LOMC 3 17.0(85-24.5)
non-heavily pratreatad GCT 42 15.0 (105 - 19.5) -
hesavily pretreated LDMC 19 12,0 (106 - 13.4) -
heavily pratreated CCT 38 12.0(10.7 - 13.3) -
metastatic sites
nomull. metastases LOMC 25 18.0 (11.1 - 20.9) —_—
ne mull. metastases CCT 50 120 (9.9-14.1) —_—
mult. melastases LOMC 15 12.0(9.5-14.5) e
mult. metastases CCT 30 120(96-14.4) —_
HR statiis
HR-positive LDMC a0 120 (95-14.4) —_—
HR-positive CCT 60 14.0(ES-18.1) e
triple-negative LOMC 10 12.0 (58-18.2)
triple-negative GGT 20 12.0(11.0 - 13.0) -

D 3 B 9121518 2
PFE (weaks)

4

Fig. 2 & Disease control rabe in subgroups. b Median progression-feee survival in subgroups. ¢ Hazard ratio for progression or death in sub-
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c Hazard ratio for
progression or death
Subgroup MNo. of patients (95% CI)
all patients 120 0.796 (0.541 - 1.170) .
age
yoLnger &0 0.719 (0.415 - 1.243) -
aldarly &0 0.881 (0.512 - 1.515) —_—
chemotherapy line
non-heavily pretreated 63 0,845 (0.500 - 1.442) —
hsanily pretreated 57 0,735 (0.418 - 1.293)
metastatic sites
no mull. metastases 73 0.642 (0.392 - 1.053) —_—
mult. metastases 45 1.130 (0.803 - 2.116) —_—
HR status
HR-positiva 90 0,884 (0.567 - 1.380) R
triple-negative 30 0.524 (0.234 - 1.173)
I;I .z34 IIITS ': 1IE ;
LOME bafler— —+ GOT better
Fig.2 icontimuad)

of QoL of patients and reduced healthcare costs as well
as having benefits over intravenous administration such
a5 prolonged plasma drug concentration or increased
therapeutic window makes LDMC attractive in clinical
practice [31, 32]. Apart from that there are still several
aspects that need to be clarified, such as patient selec-
tion, the choice of cytotoxic drug used for treatment, its
optimal dose and decision between single versus douo-
blet agent administration [8, 33]. Nevertheless, based on
previous studies, LDMC represents a therapy option for
MBC patients without need for rapid response and can
be mcommended according to the Breast Committee of
the German Gynecological Oncology Working Group in
HR-positive, HER2-negative MBC patients after anthra-
cycline and taxane pretreatment [34, 35]. In addition to
HR-positive patients, we demonstrated a favorable effiect
also in the triple-negative subgroup. Considering that, the
therapeutic goal in advanced disease is on the one hand
to maintain the (ol and on the other hand to control the
discase, LDMC is a valuable option. It may be adminis-
tered particularly in asymptomatic patients with endocrine
resistance and triple-negative disease to prolong PES and
delay the onset of the often momre toxic OCT with MTD
regimen. Furthermore, combination of LDMC with anti-
angiogenic and immunomodulatory substances seems to
be promising [36—40]. Further analyses are necded to gain

&1 Springer
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detailed experience about the role of LDMC in the man-
agement of MBC, including QoL issues and combination
therapies with e.g. immunomodulatory drugs.

To the best of our knowledge, the presented analyses
are the first to compare and show a similar efficacy of
LIDMC and CCT in terms of age, previous chemotherapy
and severity of metastatic kesions. However, the retrospec-
tive character limits the validity of the presented data. In
particular, since the median age at first diagnosis MBC
was 39 for both groups and the median age at start of
therapy was 63 in LDMC and 61 in OCT group, it can be
assumed that LDDMC patients had a less aggressive disease
and/or better response to prior therapies compared to CCT
patients. Reliable information on the toxicity of the admin-
istered therapies is not presented. Momover, the validity of
our conclusions is impained by the study design and should
be regarded as hy pothesis generating. Therefore, we try
to overcome this limitation and prepare a prospective
non-interventional study to gather further insights about
LDMC in MBC regarding patient-reported outcome, Qol,
safety and efficacy, named PROmetronomic.

In conclusion. in our retrospective case—control study
we could demonstrate a similar efficacy of LDMC com-
pared to CCT in the treatment of MBC. Our analyses sup-
port further efforts to investigate the LDMC in selected
MBC patients.
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Abstract

Purpose Metronomic chemotherapy (MCT) is an increasingly used treatment option in hormone receptor-positive (HR+V
human epidermal growth factor receptor 2-negative (HER2-) advanced'metastatic breast cancer (MBC) after failure of
endocrine-based therapies.

Methods VinoMetro was a multicentre, open-label, single-arm, phase [I study of metronomic oml vinorelbine (VEL ; 30 mg/
day) as a first-line chemotherapy (CT) in patients with HR-+/HER2— MBC afier endocrine failure. The primary endpoint
was the clinical benefit rate (CBR) &t 24 weeks.

Results Between January 2017 and April 2019, nine patients wen: enrolled. The CBR was 22.2% (90% confidence interval
[CI] 4.1-55.0), p=0.211. The median progression-free survival (PES) was 120 weeks (95% CI 11.3-12.7). Grade 34
adverse events (AEs) ocourred in 22.2% of patients. One patient died of febrile neutropenia.

Conclusion VinoMetro (AGO-B-046) was closed early after nine patients and occurrence of one grade 3 toxicity in agree-
ment with the lead institutional review board (IRB ). Metronomic dosing of oral VEL in HR+/HER2— MBC as first-line CT
after failure of endocrine therapies showed only limited benefit in this population.

Trial registration number and date of registratlon ClinicalTrials gov [dentifier: NCTO30079%92; December 15, 2016,

Keywords Metronomic chemotherapy - Daily oral vinorelbine - Metastatic breast cancer - Clinical benefit raie
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Medical Centre, Mainz, Crermany receptor-positive (HR+) and human epidermal growth factor
?  Haematology and Oncology Outpatient Clinic, R avensburg, receptor 2-negative (HER2-) discase represents the largest
; Germany group of cancer subtypes (63%), with the majority of paticnis
Interdisciplinary Centre for Clinical Trials, University in this group showing a lower proliferation index (luminal
Midical Centrs, M, Gerreany A 44%; luminal B 24%) (Voduc et al. 2010). Advanced/
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{CT) iz meommended as a preferred choice for paticnts
with HR+/HER2—. non-life-threatening MBC atter failure
of endocrine treatment (Ditsch et al. 20200, Among available
agents, vinorelbine (WVEL) represents a standard treatment
option in this situation, as it provides proven efficacy and a
good safety profile (Fumoleao et al. 1993; Terenziani et al.
1996}, Oral administration of VEL shows a kevel of efficacy
comparzble to the intrave nous treatment, while providing a
favourable safety profile and the additional advantages of
an oral treatment (Aapro et al. 2019; Blancas et al. 2019;
Freyer et al. 2003; Steger et al. 2018). Metronomic chemo-
therapy (MCT), describing the administration of low doses
on a continwouws and high administration frequency basis, has
been shown to mediate good tumour control and maintain
an excellent safety profile (Cazzaniga et al. 20019a; Krajnak
et al. 2020; Liu et al. 2017; Orlando et al. 2030). This ther-
apy option generally represents an approach of high interest
in the treatment of solid tumours, as it offers the advantage
of exposing the tumour to a significant amount of drug while
improving safety for the patients (Cazzaniga et al. 201%h).
It provides for fractionated, frequent, long-term adminis-
tration of single doses of medication without pauses until
disease progression or unacceptable toxicity (Gennari et al.
2011; Liu et al. 2017). MCT may have a complementary
mechanism of action as compared to conventional CT, with
an additional anti-angiogenic effect, thus counteracting
tumour regrowth that may occur betwesn conventional CT
cycks (Kerbel and Shaked 2017; Natake and Bocci 2018).
Moreover, MCT suppresses regulatory T cells (Tregs) and
induces the maturation of dendritic cells, therehy leading to
an anti-tumour immune response (Andre et al. 2017, Chen
et al. 2017). The ease of oral VR L administration allows for
flexible treatment schedules including & more frequent and
metronomic dose application. Various schedules have been
evaluated including a fractionated regimen (day 1, 3, 3) and
daily intake (Adamo et al. 201%; Addeo et al. 2010; Guete
et al. 2017). In patients with non-small-cell lung cancer, the
daily administration of VEL up to 40 mg per day was well-
tolerated (Banna et al. 2018; Guetz et al. 3017). For these
mreazons, VinoMetro aimed to investigate a truly metronomic
schedule with daily oral VEL in HR+/HER2— MBC patients
following endocrine resistance, by assessing efficacy and
safety of doses well below the maximum tolerated dose in
advanced breast cancer patients with visceral metastases.

Methods
Study design

VinoMetro (ClinicalTrials.gov [dentifier NCTO3007992)
was an investigator-initiated national, multicentre, open-
label, single-arm phase [ study sponzored by the University
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Medical Centre of the Johannes Gutenberg-University
Mainz, Germany. It was initially planned to conduct the
trial in 8 AGO-B {(Arbeitsgemeinschaft Gy nikologische
Onkologiz—Breast) centres in Germany. As the study was
stopped early upon request of the institutional review board
(IRB) due to occurrence of one grade 5 toxicity, only two of
these centres actually enrolled and treated patients between
January 2017 and April 2019, The study was conducted in
accordance with the 1987 Declaration of Helsinki and the
Good Clinical Practice (CH-GCP) guidelines. A pproval of
the protocol was obtained from the local ethics committes
for each participating centre. Written informed consent was
obtained from all patients prior to the performance of any
trial specific procedurn:.

Patients and treatment

Eligible paticnts wen: female, > |8 years, with BDOG perfor-
manoe status < | and estimated life ex pectancy = 16 weeks.
Further inclusion criteria were histologically confirmed
BC and locally advanced or metastatic discase, previ-
ously untreated by palliative CT and not amenable to any
curative treatment. Moneover, the included patients had to
present with HRE+ disease determined by = |7 positive-
stained cells for oestrogen receptor (ER) andfor progester-
one receptor (PR} by immunchistochemistry (THC) as well
as HER 2— disease (IHC 0-1 + or IHC 2+, confirmed as
FISH or CISH negative) in the primary tumour or a meta-
static site. Only patients with relapse < 12 months fromend
of adjuvant endocrine therapy or progression during/afier
the first line of endocrine therapy in the metastatic setting
and/or being no longer a candidate for further endocrine
therapy were included. Prior (neo- ) adjuvant CT was allowed
if the interval between end of CT and date of registration
was > |2 months. Prior treatment with everolimus and/
or cyclin-dependent kinase (CDK) 4/6 inhibitors as part
of endocrine-based therapy was allowed. Presence of 2 |
measureble lesion as per RECIST 1.1 (Schwartz et al. 2016),
which had not been previously irradiated as well as adequate
bone marrow, hepatic and renal functions was required. The
main exclusion criteria were prior vinca-alkaloids, aggmes-
sive disease-requiring combination CT and cercbral imvolve-
ment. Patients with no recovery to< grade | side effects
{exception: alopecia) of any prior antineoplastic treatment,
current peripheral neuropathy > grade 2 and dysphagia or
inability to swallow oral medication were also excluded.
Oral VEL (Navelbine® soft capsules) was administered
at a daily dose of 30 mg (fat dose without any adaptation
to body weight or body surface area) without breaks. One
treatment cycle was defined as 28 days of therapy. Treatment
was continued until disease progression, occurmence of unac-
ceptable toxicity, patient’s refusal, or investigator’s decision
to stop the treatment. Dose adjustments to X mg per day and
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dose delays were permitted in those patients who were una-
bl to tolerate the dosing. Supportive care during the study
was provided in accordance with established clinical stand-
ards and protocols. Blood tests including hematocrit, hemao-
globin, red blood cell count (RBC), platlets, white blood
count {(WB C). differential (basophils, cosinophils, lympho-
cyies, monocyies, neutrophils) as well as clinical chemistry.
including SGPT, SGOT, gamma-GT, alkaline phosphatase.
total bilirubin, and creatinine, wene performed weekly in the
first two cycles and every two weeks afterwards.

Study evaluation

The primary endpoint was the clinical benefit rate (CBE:
complete response [CR | + partial response [PR |+ stable dis-
case [SD]) at 24 weeks after start of metronomic treatment
with daily oral VEL. Secondary objectives wemne to further
assess the efficacy of metronomic VEL in terms of overall
mresponse rate (ORRE; CR+PR), duration of disease control
{(DoDC), duration of stable discase (DoSD), progression-
free survival (PFS). time-to-treatment- failure (TTF) and 5.
Tumour measurements by computed tomography scan or
magnetic resonance imaging were performed at screening
{chest and abdomen/pelvis; within 28 days prior to the first
intake of study medication) and repeated every 12 weeks
(£ 7 days) until end of study treatment. Whole-body bone
scintigraphy and further potential imaging were performed
according to clinical indication. Clinical response was
determined using the revised RECIST guidelines version
1.1 {Schwartz et al. 2016). Assessment of safety and toler
ability of metronomic VR L was conducted according to the
Mational Cancer Institute Common Terminology Criteria for
Adverse Events (NCI CTCAE) version 4.03.

Statistical analysis

The minimum required level of efficacy (pl) was set to
CBR of 33% based on a prior trial investigating the stand-
ard-monotherapy with oral VEL in the first-line setting of
patients with HR +/HER2— MBC (Freyer et al. 2003). An
increase in CBR by 20% when using the metronomic treat-
ment rated as being clinically relevant and accordingly the
target CBR (pl) was set to 35%. Simon's two-stage minimax
design was used. The null hypothesis that the true response
rate is (.35 (p) was tesied against a one-sided alternative.
Im the first stage, 21 patients were to be accrued. If there had
bean< 8 patients with clinical benefit at 24 weeks in these
11 patiznts, the study would have been stopped. Otherwise,
|8 additional patients would have been accrued for a total
of 39. This design would yield a type [ error rate of 0035 and
power of 0L30 when the true response rate was 0.535 (pl).
Considering an anticipated dropout rate of approximately
15%., a total of 45 patients had to be accrued for this trial.

85

ORR and DXCR were summarized as percentage rate and
93% confidence interval (CI). DolXC and DoSD were also
analy sed descriptively. PFS, TTF and 108 were assessed
using the Kaplan—Meier method.

Results
Patient charactaristics

Between January 2017 and April 2019, 9 patients were
recruited from two sctive cancer centres in Germany. Patient
characteristics are listed in Table 1. The median age was
63.0 years (32.0-77.0). At the time of the first diagnosis
(FD) of BC 2 (22.2%) and 7 (77 %) patients had a T1 and
T2 tumour, respectively. 3 (33.3%) paticnts were node-neg-
ative and 6 (66.7 %) patients we e node-positive (N 1). None
of the patients presented distant metastases at the time of
FI. 5 (35.6%) and 4 (44.4%) tumours showed histological
grade 2 and grade 3 cancer. respectively. 6 (66.7 %) tumours
wem ER/PR-positive and 3 (33.3%) only ER-positive. §
(38.9%) patients were postmenopausal. The median number
of measurable metastatic lesions was 2.0 (10-3.0) with the
liver being predominantly affected (W17 ). The median siz
of these lesions was 50 mm and ranged from 15 to 71 mm.
All patients presented with visceral metastases at the time of
start of treatment. Local R0 surgical therapy as well as radio-
therapy was performed in all patients within initial treatment
(Tabbe 2). & (B5.9%) patients received adjuvant CT. Median
number of prior lines of endocrine-based therapy was 3.0
(2.0-40) and the most common agents were tamoxifen
(23.3%), letrozole (23.3%) and fulvestrant (20 0%).

Therapy response

The primary endpoint CBR at 24 weeks after start of met-
ronomic treatment with daily oral VEL was 22.2% (90%
CI £.1-55.00, p=10.211 (Tablke 3). There was no objective
response achieved after 12 weeks of treatment. The results
of Dol and DoSD are identical because only SI) could be
achieved. Median Dol oS0 was 458 weeks (31 4-60.1).
Median PFS was 12,0 weeks (95% CI 11.3-12.7) (Fig. 1),
with a median TTF of 13.4 weeks (95% CI 90-17.8)
{Fig. 2). Two paticnts who terminated the study carly with-
out opportunity for follow-up were censored in the calcola-
tion of PFS. Altogether three patients died, hence median
08 could not be estimated.

Safety results
The median number of completed treatment cycles was 4.0

(0—18). One patient reached treatment cycle 18 and another
one treatment cycle 10, All other patients discontinued the

€1 Springer



Joumal of Cancar Research and Clinical Oncology

Table 1 Patient characeristics Charackeristcs

Patients (rm="9) {5}

Age (years)

T_TNM

N_TNM

M_TKM

Histological prade

HR staias

Menopausal status

Me zsurable metastatic ksions

Me zsurable metastatic ksions
r levents) (n= 1T}

Metastatic lesions » (patients)

Median 63.0
Range S20-77.0
T1 2(221%)
T2 TOTLER
T3 0 (i 0%)
T4 0 (%)
N 3(33.3%)
N1 (211D
N2 (211D
N3 (211D
M O 1OA0UDAE )
MI I NS
Gl 0 )
G2 5 (55.6%)
G3 EALENL Y]
ER-pasitive LTRLCTA]
ER-negative )
PR-positive B (B6.TH)
PR-negative 3(333%)
Perimenopanssl (RN
Paostmenopaisal B (BE.O)
Median 0
Range 1030
Liver O (5205
Pleura 21185
Cranium 1 (5.9%)
Lymph nodes distant (1765
Lymph nodes Incoregional 1 (5.09%)
Soft tisswe 1 (5.9%)
Liver 0 {IN0EE)
Lumg 1 (L1%)
Pleara 22225
Peritoneum 1 (1.1%)
Cramium 1 (115
Bone T 0785
Lymph 3(33.3%)
Soift tisswe 1 (1.1%)

T tumour size, N nodal status, M distant metastasis, 7 grade, HR hormone meceptor, ER cestrogen rece plor,

PR progeserone meceptor

treatment at cyele 5 or earlier. The median adhemnce to
therapy was 91% (49-100) (Table 3). The median average
daily dose of VRL was 27.3 mg (14.7-30.0).

In total, 73 adverse events (AEs) were reported (8.1 per
patient). 37 (30.7%) AEs were assessed as related to study
treatment (4. 1 per patient). The most frequent clinical AEs
were nansea (35.6%), fatigue (44.4%) and diarrhoea (33.3%)
(Tablbe 4). Grade 34 AEs, including elevated liver enzymes,
were documented in 2 (22.2%) patients. 1 (11.1%) grade
5 AE with a fatal outcome occurred as a consequence of
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neutropenic fever and pneumonia. The patient was 77 years
old and had received tamoxifen and letrozole in combina-
tion with a CDEK 4/6 inhibitor without (neo-) adjuvant CT
prior to start of study treatment. The study medication was
begun 4 weeks after prior therapy with normal blood values
and was administercd for only 12 days before the onset of
poeumonia and febrile neutropenia. 4 days later, the patient
died as a result of septic shock. After the occurrence of
this grade 5 AE and taken into account the limited efficacy
observed so far, it was decided in agreement with the kead
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Table 2 Prior therapy be fone
study treatment

Table 3 Therapy response

Therapy Patients (m=") (%)
Surgical therapy Yos 0 00 )
Ri} surgary LTRLCT=AT
Adjuvant chemoitherapy Yes B (BE.OE)
No 1(1.1%)
Adjuvant chemuotherapy EC 3 (30D
n fgvents) (n=10) EC-packitaxel 3 (D
FEC-docetane| 2 (20005
Cither (201D
Endocrine-based therapy Yes O (00}
No 000D
Lines of endocrine- based therapy Median o
Range 2040
Endocrine-hased therapy Tamuoifen T{23.3%)
n ligvents) (n=30) Letrazals 5(167%)
Letrazotel CDE 46 inhibitor Tia.6%)
Fulvestrant 5(1eT%)
Fulvestrantd” K 4% inhibitor 1{3.3%)
Anastroroke TiBT%)
Exemestane 5(16T%)
Leupromlin goserelin 3 (10D
Radiotherapy Yes 0 N0
Mo %)
Radiotherapy Breast 6 (26.1%)
n lzvents) (n=13) Thorax, wall 3(130%)
Lymphatic region 2(ET%)
Axilla 2(ET%)
Bone metastasis 10 {43 5%)

EC epirubicin/cy clophosphamide, FEC 5-Auorouracilée pirubicin/cyclophosphamsde, CIDK cyclin-depend-

ent kinase

Clinical benefit rate at 24 weeks after start of vinonelbine

Druration of Dol DoSD (weeks)

Adbernce to therapy (%)

Average daily dose (mg)

Total amount of study medication taken (mgh

Yes
No

A% conhdence interval

p value (pO=35%)

Mean (51
Median
Range
Missing
Median
Range
Median
Range
Median
Fange

Patients (n="9) (%)
2(22.1%)
TIEER)
4.1-550

0.211

Patients (n=12)
458 (H.3)
458

31.4-801
THEER)

010

49.0- 1000

173

14.7-30.0
24300
3400-15, 1200

Adhemnce to therapy = Percentage of patients who inok the study medication according to the study proto-

col

Dol duration of disezse control ., DoeSID durstion of stable disease, SO standard deviation
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Fig. 1 Kaplan-Meier analysis of progmession-free survival (PES)
{n=9). The median PF5 was 120 weeks (95% confidence interval
11.3-12.7 + (censored)
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Fig. 2 Kaplan-Meier analysis of time to treatment failume (TTF)
{n="19). The median TTF was 13.4 weeks (95% confidence interval
Q-17.8)

Table 4 Adverse events

Adverse event Patients (n="9){%)
Overall Grade 3 Graded Grade 5

Meutropenia TOLIS) O o o
Anzemiz TOLIS) O 1] o
Thrombocytopenia o 1] 1] 1]
Febrike intection (L% O 1] 1{10.1%)
Fatigue 44445 0 1] o
Stomatitis 1] 1] 1] 1]
Mausea 5(556%) O 1] 1]
Vomiting TOLIS) O 1] o
Diarrhoea 3333 0 1] 1]
Constipation o 1] 1] 1]
Elevaied liver enzymes 3 (31.3%) 2022.2%) O 1]
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IRB to terminate the study early without activating the other
centres.

Discussion

In VinoMetro, the observed CBR of metronomic VEL as
a first-line CT in nine patients was 22.2%, well below the
expected CBR. Moreover, after death of a patient in septic
shock, the study was closed early in agreement with the [RB
after careful risk / benefit analysis. To reduce potential pub-
lication bias, we decided to publish our results accordinglby.

In the last years, therapy options for MBC increased
steadily. Treatment choice should take several important
factors into account. HR. HER2 status, germline BRCA sta-
tus as well as PIK3C A mutation status in HR-positive and
PD-L1 in triple-negative breast cancer (TNBC) should be
assessed to allow for tarpeted therapies. Biological age. men-
opausal status, tumour burden, comorbidities and previous
therapies with their toxicities are also crucial for decision-
making (Cardoso et al. 3020; Thomssen et al. 2020}, Nowa-
days, endocrine therapy combined with a CDE 46 inhibitor
should be considened as a first choice in patients with HR +/
HER2— MBC without life-threatening disease. In case of
endocrine resistance, the guidelines recommend sequential
single-agent CT as the prefierred choice for MBC. Combi-
nation CT should be reserved for patients with rapid clini-
cal progression, life-threatening visceral metastases, andfor
the need for rapid symptom/disease control (Cardoso et al.
2020; Ditsch et al. 2020; Thomssen et al. 2020). Neverthe-
less, there still remains a high medical need for new therapy
options in MBC that prolong the time between endocrine
failur: and CT, the latter being potentially associated with
impaired Clol. and more severe side effects. In this respect,
the present phase [ study evaluated the efficacy and safety
of metronomic daily VEL. The primary endpoint CBR at
24 weeks after start of study treatment was 22.2%. Ther was
no ohjective response achieved after 12 weeks of teatment.
The median DolCDoSD was 43,8 weeks (31.4-60. 1) The
median PFS was 12.0 weeks (95% CI 11.3-12.7) and the
median TTF was 13.4 weeks (93% CI 9.0-17.8).

These results in a small patient number showed only a
limited efficacy of metronomic VEL compared to previ-
ous studies (Table ). Addeo et al. treated 34 MBC patients
with oral VRL 70 mg."m2 as first-line treatment, fractioned
on days |, 3 and 3, for 3 weeks on and | week off, every
4 weeks, for a maximum of 12 cycles. The median age was
T3 years (70-84). The primary endpoint ORR was 318% (957,
CI28-48) and CBR at 12 weeks after start of treatment was
68% (95% CI 61-82). However, only 32% of patients suf-
fered from visceral metastases compared to the present study
whene all patients showed visceral involvement (Addeoet al.
20100, In a study by De luliis et al., 32 MBC patients treated
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with oral VRL 30 mg every other day showed CBR of 50%.
The median age was 76 years (69-83) and the patients wene
pre-treated with several CT lines (De Iuliis et al. 3015). In
the VEX trial, Montagna et al. showed a significant activ-
ity and good tolerability of MCT in HR+MBC patients
when VREL was administered in combination with cyclo-
phosphamide (CTX) and capecitabine (CAPE). VEL 30 or
40 mg three times 2 week, CTX 30 mg once daily and CAPE
500 mg thrice daily roeived 43 patients as first-line CT and
65 patients as > second-line CT. Visceral disease at the time
of study inclusion was reported in 7 1% of patients. CBR for
more than & months was 1% in the naive and 74% in the
pre-treated group, the median time to progression (TTP) was
25.1 months (95% CI 14.2-39.1) and 11.2 months (95% CI
9.2-17.0), respectively (Montagna et al. 2017).

O the basis of favourable efficacy results with ORR of
4-31%, CBR of 49-56% and median PFS of 3.7-8.2 months,
oral weekly VEL is considered as an active oral alternative
to intravenous CT in the first-line CT treatment of MBC
(Blancas et al. 20 19; Freyer et al. 3003; Steger et al. 2018).
It is noteworthy that these results ane similar to the esults
of metronomic VRL regimens. In the VICTOR-2-study,
MBC patients wen treated with metronomic VREL 40 mg
thres times a week and CAPE 500 mg thmee times a day. The
CBR was 48.8% (95% CI 37.4-60.2) and the median PFS
was 6.7 months (35% CI 4.7-11.3) in the first-line treatment
group and 7.2 months (93% CI 2.8-11.5) in the = sccond-
line treatment group (Cazzaniga et al. 00 16). The efficacy of
metronomic VRL 50 mg three times a week combined with
standard CAPE treatment in HER2Z— MBC could be con-
firmed in the randomized phase [ study XeNa. In the met-
ronomic group with visceral invobvement in 86% of patients,
the CBE was 51.7% (93% CI 39.1-64.9) and the median PF5
was 6.3 months (95% CI 4.1-8.5) without significant differ-
ence compared to the standard treatment (Brems-Eskildsen
et al. 2020). Another retrospective study by Carzaniga et al.
which collected data from 384 h+/HER2— MBC patients
treated with MCT showed an increased use of VREL-based
mgimens during the last years (201 1: 16 8%—20 16: 29.8%).
T9.3%, of patients received MCT as single agent. In the first-
ling setting, the highest ORR and DCR werne observed for
VRL-based regimens (singbe agent: 44% and 88%; combina-
tion: 36.7% and &2 4%, mspectively). The median PFS was
7.2 months (95% CI 5.3-10.3) for VRL single agent and
9.5 months (95% CI 8.8-11.3) for VEL combinations. The
median 05 was 22.7 months (95% CI 13.0-43.5) for VRL
single agent and 30.9 months (95% CI 26.2-34.7) for VRL
in combination regimens (Cazraniga et al. 201%9h).

A meta-analysis of randomized trials including 2,269 MBC
patients has shown that longer first-line CT duration is associ-
ated with marginally longer O3 and a substantially longer PFS
{Gennari et al. 20 11). Thus, it is of high importance to find
anticancer agents that could be administered for a long period
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without dose accumulation and accumulation of unacceptable
side effects. In the prsent study 22.2% of patients presented
grade 34 AE. Mor: favourable results were reporied in previ-
ous studies on MCT. The incidence of grade 34 events was
6-24%. The most frequent AEs grade 34 were anaemia and
neutropenia (£ 9%), elevated liver eneymes (3%) and gastro-
intestinal disorders (< 3%). Discontinuations due to AEs wemr
observed up to 9% (Addeo et al. 2010, Carzaniga et al. 2016,
Carzaniga et al. 2019b, De Tuliis et al. 2015, Montagna et al.
2017).

Most patients with incurable cancer prefer oral to intra-
venous therapy (Lin et al. 1997). A questionnain assessing
the peroeption of oral anticancer treatment could demonstrate
a high acceptance of oral CT by most MBC patients. Oral
administration helped the patients to feel less ill and to reduce
the effort in coping with the disease (Catania et al. 2003).
Momover, metronomic VEL allows for casy daily or frac-
tioned administration with the possibility of individual dose
adjustment in case of toxicities and requine less frequent hos-
pital visits compared to standard intravenous CT (Gebbia and
Puoezo 2003).

Taken together, there is evidence of increasing use of MCT,
especially metronomic VEL, in MBC (Carzaniga etal. 2019h;
Sanna et al. 2020 Xu et al. 20200 However, mndomized tri-
als and phase [11 studies ane lacking and them is currently not
enough evidence about which megimen and which adminis-
tration should be preferred (Cardoso et al. 2020; Cazraniga
etal. X 1%). The VinoMetro study did not confirm the esolis
of previous studies of oral metronomic VE L, although daily
oral administration has not boen previowsly studied in MBC
patients. One possible reason to explain these discrepancizs
could be the fact that all patients in VinoMetro had HE + dis-
ease and visceral metastases. Another possible mason could
b the daily administration of VR L as a single agent. Finally,
given the small sample size, chance could be an additional
explanation. Further insights with regard to metronomic VEL
(fractionated megimen) are currently being generated in two
randomized studies (TempoB reast: NCTO3007%92; Tempol.-
ung: EudraCT 2014-003859-61) comparing the metronomic
with the conventional regimen in MBC and advanced non-
small-cell lung cancer.

A weakness of our study is the limited sample size due to
early study termination, thus the interpretation of the pre-
sented results is limited. A stength, however, is the prospec-
tive design evaluating for the first time the effectivencss and
safety of daily administered low-dose metronomic VEL as
first-line therapy in endocrine-resistant MBC with visceral
metastases.
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Conclusions

This phase I study had to be closed early. The results
in a small patient cohort showed only limited benefit of
this treatment regimen in ER +/HER2— MBC patients
with visceral metastases and prognessive discase after
endocrine-based therapy. The clinical relevance of the

presented YEL administration in MBC should be evalu-
ated in further trials.
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ABSTRACT

In metastatic breast cancer (MBC), PIEFC4 mmtatons, activating the phosphatidylinesitel 3-kinaszs (PI3K) =ig-
naling pathway seem to be associated with chemotherapy resistance and poor outcome. Inlibition of the PISE
signalng pathway may lead to sensitization and prevention of the development of resistance to cyvtotoxic dmgs.
The present study ammed to vestigate the anti-tumor actmaty of low-dose vinorelbine (VEL) combmed with al-
pelizib, an a-selective PISK mhibitor and degrader, mn breast cancer (BC) cells. Human BC cell hnes MCF-7, T-
470 [both hormone receptor (HE-positive, lnman emdermal growth factor receptor 2 (HER Y )-negatve, PIK3CA4-
mtated], MDA-MB-231 and BT-549 (both tnple-negative, wild-type PIEIC.A) were exposed to a combmation of
low-dose VEL and alpelizb for 3 and 7 days. Cell viabality was detected by the Alamar blue assay, and cell
proliferation was determmmed by the BrdU incorporation. The effect of the substances on the pl 10a protem expres-
sion that 15 encoded by PIEICA gene was investigated by Western blot. Low-doze VEL plus alpehsib showed
synergistic anfi-tumor effects and sipnificantly inhibited cell viabihiy and prohiferation of MICF-7 and T-47D cells.
Even lower alpelisib concentrations (10 nz/ml and 100 ng'ml} combined with low-dose metronome VEL led to a
sigmuficant reduction of cell viabulity of PIE3 C4-putated cells, and the anh-tumor activity was comparable with
the effects at 1000 ng/ml alpelisib. Cell viability and proliferation of MDA-MB-231 and BT-549 cells were mhib-
ited by VEL but not by alpelizib alone. Thais mdicates that alpelisib did not significantly affect the cell growth of
tiple-negative, PIE3CA wild-type BC cells. The pl10a expression was downregulated or not affected in PIE 3 CA-
mmtated cell lines, and not sigmificanthy upregulated i PIES 4 wald-fype cell hines. In conclusion, combination
of low-dose metronomic VEL and alpelisib showed synergistic anhi-tumor effects and sigmificantly inhibited the
growith of HR-posiive, HER ?-negztive, PIK3C4-pmitated BC cells, providing a ratonale for further efforts to
evaluate this combmation i vive.

Kevwords: Low-dose metronomme chemnotherapy, PIE3CA mutation, vinorelbine, alpelisib, breast cancer

INTRODUCTION breast cancer (BC) represents the mest com-
With an incidence of 2.3 million and a ™Ry diagnosed cancer and the fifth leading

mortality of 0.7 million cases per year, female canse of cancer mortality wotldwide (Sung et
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al., 2021). In the advanced'metastatic breast
cancer (MBC), the goal of care is to achieve a
disease chronification and preservation of the
health-related quality of life (Harbeck and
Gaant, 2017). Despite the plethora of possible
treatment options for MBC, there is still a
high medical need for new freatment options
that provide sufficient and long-term anti-tu-
mor effect with a manageable toxicity profile.

The  phosphatidylinositel — 3-kinase
(PI3K)/AKT/mammalian target of rapamycin
(mTOR) signaling pathway plays one of the
key roles in the regulation of cellular growth,
metabolism, =~ migratien, and  suwrvival
(Bilanges et al., 2019; Khezri et al., 2022; L1
etal, 2021). Genomic alterations of this path-
way are detectable in many cancers, including
BC (Millis et al.. 2019; Naeem et al., 2022).
It is estimated that 60-70 % of BC patients
have at least one mmutation in the
PI3E/AKT/mTOR pathway., whereas
PIK3CA gene, which encodes the pl10a sub-
wnit of PISK, is the most frequently mutated
gene (Lee etal., 2015; Millis et al., 2019; Xiao
et al., 2021). PIK3CA mutation frequencies
are different among BC subtypes: 34.3-
483 %, 227422 % and 8.3-25.0% in HR-
positive, HER2-positive, and in triple-nega-
tive BC, respectively (Martinez-Saez et al..
2020; Stembke-Hale et al., 2008; Xiao et al.,
2021). The resulting overactivation of the
PI3K pathway promotes tumor growth, re-
sistance to various systemic therapies and
poor outcome (Dong et al., 2021; Mosele et
al, 2020; Rasti et al.. 2022; Sobhani et al.
2018; Yang et al., 2019). Consequently, PI3K
inhibition, especially in combination with
other substances, 15 expected to be a new ap-
proach in the treatment of BC (Fuso et al.,
2022). SOLAFR-1 study demonstrated a sig-
nificant prolongation of progression-free sur-
vival (PFS) and 7.9-month improvement in
median overall survival (05) when alpelisib,
an orally bicavailable, a-selective PI3K in-
hibitor and degrader, was added to fulvestrant
treatment of patients with PIEIC4-pmitated,
hormene receptor (HE)-positive. human epi-
dermal growth factor receptor 2 (HER2)-neg-
ative advanced BC (Andre et al., 2019, 2021).

Preclinical models have shown that inhibition
of the PI3K signaling pathway can lead to a
sensitization as well as a prevention of the de-
velepment of resistance to cytotoxic dings
(Badinloo and Esmaeili-Mahani, 2014;
Rajput et al.. 2019). Metronomic chemother-
apy (MCT), defined as continnouns daily ad-
muinistration of chemotherapeutic agents at
low doses. has shown promising results in
MBC (Cazzaniga et al., 2019%; Krajnalk et al.,
2020; L et al.. 2017; Montagna et al., 2022).
Based on its proven efficacy and good tolera-
bility, MCT is imecreasingly perceived as a
possible treatment option for MBC (Cardoso
et al., 2020). MCT is considered a mmltimodal
therapy that exerts its effects via immuno-
modulation, inhibition of angiogenesis, and
direct cytotoxic effects (Andre et al.. 2017;
Cazzaniga et al., 2021). Due to the mmlti-
modal mechanismes of action, the combination
with PI3K inhibitors may represent a new
promising appreach in the BC treatment, pre-
venting resistance to chemotherapy and im-
proving prognosis. Thus, this study aimed to
investigate the anti-tumor activity of low-
dose metronomic vinorelbine (VEL) com-
bined with alpelizib in various BC cell lines.

MATERTALS AND METHODS

Cell culture and treatment

Human BC cell lines MCF-7 (HE.-posi-
tive, HER2-negative with a p E5435K mis-
sense mutation in the PIK3CA gene), T-47D
(HR-positive, HER2-negative with a
p-H1047R. mussense mutation in the PIE3ICA
gene), MDA-MB-231 and BT-549 (both tri-
ple-negative, wild-type FIE3ICA), were all
obtained from American Type Culture Col-
lection (Rockville, MD, TUSA). BC cells were
cultured in BPMI 1640 culture medivm
(Thermo Fisher Scientific, Waltham WMA,
USA), containing 10 % fetal calf serum and
1 % penicillin-streptomyein. Cells were ineu-
bated in a moistened atmosphere at 37 °C and
5 % CO2. For all functional assays, cells were
detached by tfrypsin-ethylenediaminetetra-
acetic acid (Sigma Aldrich, 5t Louis, MO,
USA) and seeded in 96-well plates (Greiner
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Bio-One, Frickenhausen, Germany) at 3,000
cells/well (passage 10/semiconfluence). VEL
(MNavirel®; Medac, Wedel, Germany), (stock
solution 10 mg/ml) diluted in Agua dest., was
added at levels corresponding to the concen-
tration in serum of metrenomically treated pa-
tients (0.63-3 ng/ml VEL), ie. at much lower
concentrations compared to maximum toler-
ated dose of conventional chemotherapy
(Bocei and Kerbel, 2016; Briasoulis et al,
2013). Alpelisit (Pigrayv®, Novartis Pharma
AG, Basel, Switzerland) (stock solution 2
mg/ml), diluted in 100 % dimethyl sulfoxide
(DMS0) (Carl Roth GmbH, Karlstuhe, Ger-
many), was added at concentrations eguiva-
lent to serum concentration in patients receiv-
ing an approved dose of 300 mg/day (500-
1000 ng/ml) (Juric et al.. 2018). In addition
in view of a possible reduction of side effects
in vive, alpelisib was tested also at lower con-
centrations (10 and 100 ng/ml). The treatment
with both substances was performed continu-
ously for 3 and 7 days to simmlate the metro-
nomic dosing schedule.

Cell viability assay

Cell viability was measured using the Al-
amar blue assay kit (Thermo Fisher Scien-
tific). After 3 and 7 days of treatment. 100
pliwell Alamar blue Cell Viability Feagent
solution [(1:10 in Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Solution (DPBS)] was added to the
cell cultures and incubated for 4 howrs at
37°C and 5 % CO2 in aluminum foil due to
the photosensitivity of the redox dye for flue-
rescence measurements. The absorbance was
measured at 390 nm (650 nm reference wave-
length) vsing a GloMax® mmulti detection sys-
tem microplate reader (Anthos Labtec Instin-
ments, Cambridge, TK).

Cell proliferation assay

Cell proliferation was detected by the
Bromdeoxyuridine (Brdl) incorporation kit
(Roche, Basel. Switzerland). 10 plfwell BrdlJ
labeling solution (1:100 in DPBS) was added
to the cells and incubated for 3 hours at 37 °C
and 3 % CO2 Afterwards supernatants were
discarded and 200 ml‘well Fix-Denat solution

and 100 plfwell anti-BrdlJ antibody solution
(1:100 in antibody dilution solution) were
added. After incubation for 60 min at room
temperature the absorbance was measuwred at
450 nm (690 mm reference wavelength) using
a GloMax® multi detection system micro-
plate reader (Anthos Labtec Instrements).

Western blot

To prepare protein extracts from cell cul-
ture, tumor cells were seeded on 143 mm? cell
culture plates. The cell number was chosen
according to the proliferation rate so that the
culture dishes were semiconfluent at the time
of protein extraction. One day after seeding,
the cells were treated for 7 days. For protein
extraction, cells were washed with DPBES and
mechanically removed with a cell scraper.
The solution was centrifinged at 1200 rpm for
5 minwtes. The supernatant was discarded and
the pellet was dissolved with up to 1 ml of Iy-
sis buffer. The solution was transferred into a
2 ml reaction tube and placed on ice. After
incubation for 30 min on ice the samples were
centrifoged for 10 min at 14000 g. The super-
natant was transferred to a new tube and
stored at -20 °C. The BCA Protein assay kit
(Thermo Fisher Scientific) was used to deter-
mine the protein concentration of the extracts.
Equal amovats of protein (12.5 pug per lane)
were separated by size using sodinm dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) with 10 % polyacrylamide gels.
Gels were transferred on polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane by semi-dry
blotting. Membranes were blocked for 1 hour
according to the antibody manufacturer's in-
structions and then incubated with a primary
antibody in blocking solution overnight at
4 °C on a roll mixer. The monoclonal anti-
body against PISK pll0a (Cell Signaling
Technology. Danvers, MA_ USA) was nsed at
a dilution of 1:500. f-actin antibody (Sigma
Aldrich) was employed at a dilution of
1:2000. After washing, the membranes were
incubated with HRP-linked secondary anti-
body (Agilent. Santa Clara, CA, USA) at a di-
letion of 1:4000 (PI3K pll0a Western blot)
or 1:2000 (f-actin Western blot) for 1 hour at
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room temperature, and after washing the
bound antibodies were vispalized by adding
of an enhanced chemiluminescent selution
(PerkinElmer Inc, Waltham MA. TUSA) and
detected in a chemiluminescence detector
(ProteinSimple, San Jose, CA, USA). For
quantification bands were quantified by den-
sitometry evaluation using a computer-based
pixel counting system (AlphaView, Protein-
Simple). These values were referenced to the
corresponding B-actin values of the same
membrane as a loading control.

Statistical analysis

All experiments were performed in triphi-
cates and repeated three times. The absorb-
ance in Alamar blue and BrdU assay for the
untreated control group was regarded as
100 % cell viability and 100 %o cell prolifera-
tion, respectively. The results of absorbance
for the treated groups were indicated as the
mean + standard deviation of three separate
experiments and displayed as percentages rel-
ative to that of the control group. Student’s -
test (Microsoft Excel 2013 v15.0; Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) was nsed
to evalpate the statistical significance of the
results. All p-values represented two-sided
tests and statistical sigmificance was assumed
at a value of p=0.05. To quantify the effects
of combination treatment, the combination in-
dex (CIT}-isobologram equation based on the
Chou-Talalay method was vsed (Chou, 2006).
Based on the experimentally determined
dose-response curves, the inhibitory concen-
trations (IC)s0 and IC s were caleulated by in-
terpolation and used as a reference for further
investizgation of any synergistic effects ac-
cording to the CT method. The CT was calcn-
lated according to the formula shown in fior-
mula 1 and was interpreted as follows: CI<1,
synergism; CI=1, additive effect, and CI=1,
antagonism (range = 35 %). The graphieal
presentation was performed as a classical
isobologram with isobeles of the ICs0 or ICs0
and presentation of the corresponding CT val-
wes in relation to the corresponding iscoboles
within the diagram.

RN CHINCRS 0

where CI = combination index (CI). (D)1
and (D)2 required concentrations of the active
compounds in combination to achieve the de-
fined effect.(Dx)1 and (D)o required concen-
trations of each active compound considered
mndivideally to achieve defined effect.

RESULTS

Effects of low-dose vinorelbine plus
alpelisib on cell viability

In beoth HE-peositive, PIEICA-mutated
cell lines, the combination of low-doze VEL
and alpelisib decreased cell viability with in-
creasing concentrations after both 3 and 7
days of treatment (Figure la-1d). Even the
combination of 0.63 ng/ml VEL and 10 ng/ml
alpelisib significantly reduced cell viability of
MCF-7 cells by 33.5 % (p=0.003) (Figure 1a)
and T-47D cells by 22_8 % (p=0.016) (Figure
lc) after 3 days. At 2.5 ng/ml VRL plus 10
ng/ml alpelizib, cell viability of MCF-7 was
33.4 % after 3 days (p=0.001) and 19.1 % af-
ter 7 days (p=0.002), and decreased slightly to
26.8 % (p=0.002) and 13.5 %% (p=0.001) at the
highest concentrations (Figure la, 1b). Simi-
lar response of VEL plus alpelisib on cell vi-
ability was observed in T-47D cells. At 2.5
ng/ml VEL plus 100 ng/ml alpelisib, cell via-
bility of T47D was 480 % after 3 days
(p==0.001) and 18.1 % after 7 days (p=0.001),
and decreased slighily to 36.8 %% (p<0.001)
and 10.6 % (p<0.001) at the highest concen-
trations (Figure 1c. 1d).

In the triple-negative, FIKICA wild-type
cell lines, the combination of low-dose VEL
and alpelisib reduced cell viability with in-
creasing concentrations after both 3 and 7
days of treatment (Figure le-1h). Concentra-
tions of 2.5 ng/ml VEL plos 10 ng/ml al-
pelisib significantly decreased cell viability of
MDA-MB-231 cells by 369 % (p=0.026)
(Figure 1f) and BT-549 cells by 71.7 %
(p=0.023) (Figure 1h) after 7 days. The
strongest effects with the lowest cell viability
of MDA-MB-231 cells (19.7 %. p=0.001) and
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BT-549 cells (144 %, p=0.002) were ob-
served at 5 ng/ml VEL and 1000 ng/ml al-
pelisib after 7 days of treatment (Figure 1f
1h). In contrast to HR-positive cells with a
PIE3CA mutation, the reduction of cell via-
bility was not or only marginally affected by

alpelisib alone. Concretely, alpelisib in con-
centrations below 1000 ng/ml did not signifi-
cantly affect cell viability of the triple-nega-
tive PIK3CA wild-type cells tested.
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Figure 1: Effects of low-dose vinorelbine plus alpelisib on cell viability of the MCF-7 {a, b), T-47D |c,
dj, MDA-MB-231 (e, f) and BT-549 (g, h) cell ine. Alamar blue assay was used to measure cell viability
after 3 and 7 days of treatment with low-dose vinorelbine plus alpelisib. The results are shown as the
miean * standard deviation of three separate experiments. Statistical significance was assumed at
*p=0.05, *p=0.01 and **p<0.001.
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Effects of dimethyl sulfoxide on cell
viability

The effects of DMS0 on cell viability af-
ter 7 days of treatment were assessed at a con-
centration corresponding to the highest al-
pelisib concentration (0.3 % DMSO021000
ng/ml alpelisib) and in a concentration corre-
sponding to a lower alpelisib concentration
(0.1 % DMSO2100-300 ng/ml alpelisib). In
all cell lines tested DMSO at concentrations
0.1-0.5 % did not significantly affect the cell
viability (Figure 2). However, the viability of
BT-549 cells decreased by 24.7 % (p=0.319)
when treated with 0.5 % DMSO, and thus this
cell line was not used for further cell culture
experiments due to potential confounding of

the results.
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Figure 2: Effects of DMS0O on cell viability of
MCF-7, T-47D, MDA-MB-231 and BT-549 cells af-
ter 7 days of freatment at a conceniration come-
sponding to the highest alpelisib concentration
(0.5 % DMSO 21000 ng/mi alpelizib) and in a con-
centration comesponding to a lower alpelisib con-
centration (0.1 % DMSO=100-500 ng/ml al-
pelisib). The results are shown as the mean +
standard deviation of three separate experiments.
Statistical significance was assumed at *p<0.05,
**p=0.01 and ***p=0.001.

Effects of low-dose vinorelbine plus
alpelisib on cell proliferation

In btoth HE-positive, PIE3CA-nmtated
cell lines, the combination of low-doze VEL
and alpelisib decreased cell proliferation with
increasing concentrations after 7 days of treat-
ment (Figure 3a, 3b). Similar to the cell via-
bility results, the reduction of cell prolifera-
tion was detectable also with single agents.
Combination of 2.5 ng/ml VEL and 10 ng/ml

alpelisib significantly reduced cell prolifera-
tien of MCF-7 by 32.9 % (p=0.004) and the
highest concentrations reduced cell prolifera-
tion by 65.1 % (p=0.003) after 7 days of treat-
ment (Figure 3a). In T-47D cells, even the
lowest concentration of 0.63 ng/ml VRL plus
10 ng/ml alpelisib significantly decreased cell
proliferation by 68.1 % (p=0.004) after 7 days
of treatment (Figure 3b). At 2.5 ng/ml VEL
plus 10 ng/ml alpelisib, cell proliferation was
13.5 % (p=<10.001) and varied only marginally
with the minimal value of 10.3 % (p=<0.001)
at higher concentrations.

In the triple-negative, PIK3CA wild-type
MDA-MB-231 cells, the combination of low-
dose VEL and alpelisib reduced cell prolifer-
ation with increasing concentrations. Combi-
nation of 2.5 ng/ml VEL and 10 ng/mli al-
pelisib significantly decreased cell prolifera-
tion of MDA-MB-231 cells by 37.8%
(p=0.021) after 7 days of treatment (Figure
3c), whereby increasing concentrations of al-
pelisib did not show forther anti-tumer activ-
ity. The lowest cell proliferation of around
30.0 % was achieved at 5 ng/m] VRL and at
alpelisib concentrations of above 100 ng/ml
(p=0.010). This indicates that alpelisib did not
significantly affect the cell proliferation of tri-
ple-negative, FIE3CA wild-type MDA-MB-
231 cells.

Synergistic effects of low-dose vinorelbine
plus alpelisib on cell viability and prolifera-
tion in HR-positive, PIK3CA-mutated cell
lines

To determuine the synergistic effects of
low-dose VEL plus alpelisib on cell viability
according to the isobole method and to caleu-
late the CI in MCF-7 cells, concentration of
100 ng/ml alpelisib was used. For the applica-
tien of the isobole method the ICs0 and IC=0
were calculated and dose-response curves for
single compounds were generated (Figure 4).
After 3 days of treatment, 0.59 ng/ml and 7.81
ng/ml VRL was required to achieve the IC0
and ICsn, respectively (Figure 5a). The CI was
0.372 for the ICs0 and 1.018 for the ICs0 value,
so conceptnally synergistic and additive ef-
fects could be assumed, respectively. The syn-
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Figure 3: Effects of low-dose vinorelbine plus alpelisib on cell proliferation of the MCF-7 (a), T47D (b)
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Figure 5: Combinaticn index-isobologram for cell viability of the MCF-T (a, b) and T-47D (c, d) cell line
after 3 and 7 days of treatment and for cell proliferation of the MCF-T (&) and T-47D (f) cell line after 7
days of treatment with low-dose vinorelbine plus alpelisib. The inhibitory concentrations (IC)s and 1Ceo
were calculated by interpolation and used as a reference. The combination index (Cl) was calculated
according to the formula ghown in formula [1] and was interpreted as follows: Cl<1, synergism; Cl=1,
additive effect, and Cl=1, antagonizsm {range * 5 %). The graphical presentation was performed as clas-
sical isobologram with isoboles of the ICx or ICx and presentation of the comesponding Cl values in
relation to the comrezponding isoboles within the diagram.

ergistic effects were stronger after 7 days of
treatment. The ICso value was reached at 0.48
ng/ml VRL (CI=0.351) and the ICg value at
3.43 ng/ml VEL (CI=0.685) (Figure 3b). For
the calcplation of the CI in T-47D cells, con-
centration of 10 ng/ml alpelisib was used to
achieve interpretable data. After 3 days of
treatment. 5.23 ng/ml and 15.08 ng/'ml VEL
was required to achieve the ICs0 (CI=0.987)
and IC# (CI=1.190) value (Figure 5c). The
synergistic effects were evident after 7 days
of treatment. The ICsy was reached at 1.29

ng/ml VEL (CI=0.648) and the ICgy at 4.79
ng/ml VEL (CI=0.906) (Figure 5d).

To determine the synergistic effects of
low-dose VEL plus alpelisib on cell prolifer-
ation according to the isobole method and to
calculate CI in MCF-7 cells, concentration of
100 ng/ml alpelisib was used. After 7 days of
treatment, 1.41 ng/ml and 7.10 ng/ml VEL
was required to achieve the ICs0 and IC=:
value, and the CI of 0.534 and 0.744 revealed
synergistic effects of the agents, respectively
(Figure 5e). In T-47D cells, the iscbole
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method of caleulating CT with 10 ng/mi al-
pelisib showed that 2.39 ng/ml VEL was re-
quired to reach ICs value after 7 days of treat-
ment (Figure 5f). The CIwas 0.533, suggest-
ing synergistic effects. The calculation of ICsp
seemed implansible and was not performed
due to the strong reduction of cell prolifera-
tion already at low concentrations.

Effects of low-dose vinorelbine plus
alpelisib on pl10a expression

To forther examine the effects of low-
dose VEL and alpelisib in the PIE3CA-mu-
tated and PIK3CA wild-type cell lines, we an-
alyzed the expression of the pll0a protein
that iz encoded by the FIK3CA gene. In the
MCE-7 cell line, the pl10a expression was

not significantly affected at most concentra-
ticns tested by VEL. alpelisib or combination
of both substances (Figure 6a). In T-47D
cells, the pl10a expression was downregu-
lated by alpelisib (Figure 6a). In both triple-
negative, PIE3CA wild-tvpe cell lines MDA-
MB-231 and BT-349 an increase of the
pl10a expression induced by alpelisib was
detected (Figure 6b). VEL at a concentration
of 5 ng/ml and alpelisib at concentrations of
500 ng/ml and 1000 ng/ml led to a significant
reduction in the number of cells tested. This
resulted in a substantial reduced protein con-
centration in the cell lysate during protein ex-
traction, making it impossible to cobtain the
amount of protein required for a Western blot.
Therefore, these concentrations of the agents
are missing in the Western blot analyses.
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Figure 6: Westemn blot analyses of the p110a expression in the PIK3CA-mutated cell ines MCF-7 and
T-47D (a) and the PIK3CA wild-type cell ines MDA-MB-231 and BT-54% (b) after 7 days of treatment
with low-dose vinorelbine plus alpelizib. 12.5 pg protein was separated in a 10 % polyacrylamide gel.
The arder of the concentrations of substances differs between the bars and bands.
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DISCUSSION

In this study, the combination of low-dose
metronomic VEL and alpelisib revealed a sig-
nificant reduction of cell viability and prolif-
eration with synergistic anti-tumeor effects in
HE.-positive, HER?-negative, PIEICA-mu-
tated BC cell lines. The growth of triple-neg-
ative, PIEICA wild-type cell lines was signif-
icantly inhibited by VEL but not by alpelisib
alone. These results confirm the hypothesis
that PI3K inhibitors may potentiate cytotoxic
activity of anti-microtubule agents in
PIE?CA-omtated BC cell lines, as previounsly
described (Badinloo and Esmaeili-Maham,
2014; Morgillo et al., 2017: Eajput et al.
2019). Taselisib, a selective inhibitor of class
I PI3Kw. &-. and y-isoforms,. and ipatasertib,
an AKT inhibitor, ples anti-mucrotubule
chemotherapy showed significant synergism
in terms of antiproliferative. pre-apoptotic,
and anti-metastatic effects in PIEIC4-mu-
tated BC cells (Morgillo et al., 2017). In par-
ticular,. MCF-T7 (HE-positive, HER2-nega-
tive), BT474 (HER-positive, HER2-positive).
EPL-4 (HE.-negative, HER2-positive), and
SUMI159 (triple-negative) BC cell lines with
FIEK3ICA mutation were treated for 3 days
with taselisib or ipatasertib and VEL, eribu-
lin, and paclitaxel in concentrations of ICsn.
Combined treatment with taselisib and anti-
microtubule agents exerted a strong reduction
of cell viability with synergistic effects and a
significant increase of apoptotic cells in all
cell lines tested compared to single treatment.
In addition. the combination of taselizib or
ipatasertib and eribulin significantly inhibited
motility and migration of SUM159 mesen-
chymal cells compared to single-agent treat-
ment. Here, by way of comparison. we in-
tended to simulate the metronomic dosing
regimen by continuously treating the cells
with low-dose chemotherapentic agent over
an extended period of time and observed sim-
ilar results with combination of alpelisib and
VEL. In both PIE3C.A-mutated BC cell lines.
we cbserved a CI<1, assuming synergistic ef-
fects of low-dose VEL and alpelisib. The syn-
ergistic cytotonic effects were after 7 days of
treatment even stronger compared to 3 days of

treatment, suggesting a favorable impact of
continmons long-term administration of VEL
and alpelisib. In the Western blot analyses,
the pll0a expression was not affected or
downregulated i the PIEICA-mutated cell
lines MCF-7 and T-47D, respectively. and not
significantly upregulated in the PTE3CA wild-
type cell lines MDA-MB-231 and BT-549._ Tt
may be assumed that the pll0o expression
did not show any clear dependance on al-
pelisib at concentrations tested in HPF.-posi-
tive, HEF2-negative cell lines with an over-
activation of pl10a due to the FIEFCA mmuta-
tion. In contrast, the triple-negative FIEFCA
wild-type cell lines showed regulatory mech-
anisms associated with upregulation of the
non-overactivated protein as a response to
treatment with alpelisib.

Serum concentration achieved in patients
taking 300 mg alpelisib once daily on a regu-
lar basis averages 1000 ng/ml (Juric et al,
2018). Here, we showed that even lower al-
pelisib concentrations (10 ng/ml and 100
ng/ml) combined with low-dose metronomic
WEL led to a significant reduction of cell via-
bality of PIKICA-mutated cells, and the anti-
tumor activity was comparable with the ef-
fects at 1000 ng/ml alpelisib. This indicates
that above a certain concentration of VEL and
alpelisib, no significant potentiation of the
anti-tumor effect could be observed. The
combination of the agents in lower doses may
reduce side effects, so the efficacy and tolera-
bality will be further evaluated in vivo.

Hyperactivation of PISK/AKT/mTOER.
pathway has also been associated with triple-
negative breast cancer (INBC) via loss of
phosphatase and tensin homolog (PTEN). a
direct connterpart of PI3K (Lopez-Knowles et
al., 2010). Therefore, Rajput and colleagues
(2019) assessed the combinatory effect of
eribulin and buparlisib, a pan-class I PISK in-
hibitor, in TNBC cell lines and patient-de-
rived xenograft (PDX) models. In the BT-
549, HCC1806, and MBA-MB-231 TNBC
cell lines as well as WHIM3 and WHINMI12
PDX derived cell lines with loss of PTEN, re-
duction of cancer stem cell population and
synergistic cytotoxic effects between eribulin
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and buparlisib were observed. In the random-
ized phase IIT trials BEITE-2 and BETTE-3,
treatment with buparlisib and fulvestrant
demonstrated efficacy with significant pro-
longation of PFS compared to fulvestrant
alone in pretreated HR-positive, HER2 -nega-
tive MBC patients. However, the unfavorable
toxicity profile of buparlisib including eleva-
tion of liver enzymes, hyperglycemia, depres-
zion, and rash led to termunate further devel-
opment of the agent (Baselga et al., 2017; D1
Leoetal., 2018). In the randomized phase III
study SANDPIPEE, taselizib in combination
with fulvestrant also met its primary endpoint
and uvnderlined the efficacy in HE-positive,
HER2-negative, PIKICA-nmtated MBC pa-
tients. However, the combination did not
demonstrate clinical wtility given its safety
profile and modest clinical benefit (Dent et
al., 2021). Combination of fulvestrant and al-
pelisib (300 mg once daily) versus placebo
was evaluated in the randomized phase III
study SOLAR-1. The addition of alpelisib
demoenstrated a significant 5.3-month im-
provement in median PFS and a 7.9-month
improvement in median OS in HR-positive,
HER-negative, PIK3CA-nmtated MBC pa-
tients. In the cohort without PIE3CA-mutated
BC. there was no significant difference in the
median PFS (7.4 months versus 5.6 months),
snggesting that the PIK3CA gene may repre-
sent a predictive biomarker for alpelisib activ-
ity in this population (Andre et al . 2019). In
the overall population. the most frequent ad-
wverse events of grade 3 or 4 were hyperglyce-
mia (36.6 % versus 0.7 %) and rash (9.9 %
wversns 0.3 %). In the SOLAR-1 PIK3CA-mu-
tated cohert, only 5.9 % of patients had previ-
ously received cyclin-dependent kinase 4/6
inhibitor (CDE4/61). Since endocrine therapy
combined with CDE4/6i has become the
standard first-line treatment for HR.-positive,
HER-negative MBC, a phase II trial, BY-
Lieve (NCTO03036755), was conducted to
evaluate alpelisib plus fulvestrant in MBC pa-
tients who had progressed on imumediate prior
CDE4/61 plus aromatase inhibiter. In a cohort
A alpelisib plus fulvestrant met its primary

endpoint. with 50.4 % of patients alive with-
out progression after 6 months of treatment
(Fugo et al., 2021).

Considering that clinical trials evaluating
the combination of alpelisib plus endocrine
therapy have shown favorable efficacy and
manageable toxicity profile in HR-positive,
HER2?-negative, PIK3CA-mutated MBC pa-
tients, there is a promising approach to inves-
tigate alpelisib with chemotherapentic agents
as well. VEL, an orally available anti-micro-
tubule agent, represents a standard treatment
option in MBC (Aapro et al, 2019; Huang et
al., 2020). In addition, VEL is one of the most
commonly used agents for MCT with proven
efficacy and excellent safety profile
(Cazzaniga et al., 201%; Liu et al., 2021).
Based on the growing body of evidence, MCT
can be considered as a suitable treatment op-
ticn in selected MBC patients. Especially pa-
tients with HR-positive, HER2-negative met-
astatic disease resistant to endocrine-based
therapy and not requiring rapid tumer re-
sponse are generally switable for MCT
(Cazzaniga et al, 201%a; Krajnak et al.
2022). Alpelisib is an approved, orally bica-
vailable, x-selective inhibitor of FISK for use
in combination with fulvestrant to treat HE-
positive, HERZ-negative, PIKICAd-mutated
MBC patients after endocrine-based therapy
(Andre et al.. 2019). Alpelisib targets the two
most common PIEICA nmtations and is 50
times more potent against PI3Ka than other
isoforms (Fritsch et al., 2014). As there is ev-
idence that inhibition of the PISK pathway
may prevent resistance to chemotherapy and
potentiate its efficacy. the combination of
PISK inhibitors with MCT affecting angio-
genesis, imunune response, and tumor cells
via direct cytotoxicity may represent a new
promising appreach for the treatment of
MBC, aiming to achieve synergistic effects,
overcome drug resistance, or decrease the
drug dose and toxicities. The fact that both
agents are specifically indicated for the treat-
ment of HR-positive, HER2-negative MBC
after CDE4/61 pretreatment also supported
the investigation of the substances in combi-
nation
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In this study, HR-positive, HER2?-nega-
tive cell lines with a PIEK3CA mutation and tri-
ple-negative cell lines without a PIE3CA mu-
tation were analyzed, so we cannot clearly
state whether the significant reduction in the
cell viability and proliferation shown de-
pended on the PIK3C4 mutation alone re-
gardless of HE. and HER? status. Although
we hypothesize that the PIE3ICAd mwutation
was primarily responsible for the synergistic
effects and the effect of alpelisib shown, we
consider the evaluation of HE-positive,
HER-negative cell lines without PIK3CA4
mutation as well as the evaluation of triple-
negative cell lines with a FIESC4 mutation to
be of particular importance.

In conclusion, the present work revealed a
significant reduction of cell viability and pro-
liferation with synergistic effects of low-dose
metronomic VEL and alpelisib in HE-posi-
tive, HEFR 2-negative. FIK3IC4-nmtated BC
cell lines. In addition, we showed that even
lower doses of alpelisib in combination with
low-dose VEL result in significant anti-tumor
effects, providing a rationale for further ef-
forts to evaluate this combination in vive with
the intent of improving the toxicity profile.
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