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Simple Summary: Liquid biopsy  is a noninvasive approach  that provides  tumor molecular pro‐

filing. On the other hand, the vast majority of pancreatic tumors are pancreatic ductal adenocar‐

cinomas (PDAC), which are characterized by pronounced  inflammation. Therefore, we hypothe‐

sized  that  the  combination  of  biomarkers  of  systemic  inflammation,  such  as  the  neutro‐

phil‐to‐lymphocyte‐ratio (NLR) and platelet‐to‐lymphocyte ratio (PLR), with liquid biopsy‐based 

biomarkers may increase their clinical usefulness. Our study shows that combining NLR, PLR, and 

the standard PDAC marker CA19‐9 with circulating cell‐free DNA and circulating RAS‐mutated 

DNA outperforms  traditional  clinical  tools  for  the clinical management of metastatic PDAC pa‐

tients. 

Abstract:  Pancreatic  ductal  adenocarcinoma  (PDAC)  is  an  aggressive  cancer with  a  highly  in‐

flammatory microenvironment and liquid biopsy has emerged as a promising tool for the nonin‐

vasive analysis of  this  tumor.  In  this study, plasma was obtained  from 58 metastatic PDAC pa‐

tients,  and  neutrophil–lymphocyte  ratio  (NLR),  platelet–lymphocyte  ratio  (PLR),  circulating 

cell‐free DNA (cfDNA) concentration, and circulating RAS mutation were determined. We found 

that NLR was significantly associated with both overall survival  (OS) and progression‐free  sur‐

vival. Remarkably, NLR was an  independent  risk  factor  for poor OS. Moreover, NLR and PLR 

positively correlated, and combination of both  inflammatory markers significantly  improved  the 

prognostic stratification of metastatic PDAC patients. NLR also showed a positive correlation with 

cfDNA levels and RAS mutant allelic fraction (MAF). Besides, we found that neutrophil activation 

contributed  to  cfDNA  content  in  the  plasma  of  metastatic  PDAC  patients.  Finally,  a  mul‐

ti‐parameter prognosis model was designed by combining NLR, PLR, cfDNA  levels, RAS muta‐

tion, RAS MAF, and CA19‐9, which performs as a promising tool to predict the prognosis of met‐

astatic PDAC patients. In conclusion, our study supports the idea that the use of systemic inflam‐

matory markers along with circulating tumor‐specific markers may constitute a valuable tool for 

the clinical management of metastatic PDAC patients.   
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1. Introduction 

Pancreatic  cancer  is  among  the major  lethal  cancers,  with  five‐year  survival  of 

around 5%, and it is the fourth highest cause of cancer mortality in Europe, with more 

than  95,000 deaths  annually  [1,2].  Improved  survival  rates have been  achieved  in  the 

most  common  cancers,  but pancreatic  cancer death  rate  is  increasing  [3]. This dismal 

prognosis  is mainly due  to  advanced  stage diagnosis and  resistance  to  therapy. More 

than 90% of pancreatic tumors are pancreatic ductal adenocarcinomas (PDAC) and the 

vast majority of deaths are associated with this rapidly progressive and highly aggressive 

tumor type. 

Inflammation plays a critical role in the development and progression of many types 

of cancer. PDAC is characterized by pronounced inflammation and desmoplasia, leading 

to  hypoxia, metabolic  reprogramming,  and  immune  suppression  that  ultimately  pro‐

motes tumor growth and metastasis [4]. The neutrophil‐to‐lymphocyte ratio (NLR) and 

platelet‐to‐lymphocyte  ratio  (PLR) have been proposed as markers of systemic  inflam‐

matory  response  in  several  solid  tumors  [5]. Platelets  are mainly protumorigenic  and 

neutrophils acquire protumorigenic properties upon recruitment to the tumor microen‐

vironment  [6]. Accordingly,  levels of circulating neutrophils are elevated  in PDAC pa‐

tients  and  increased  levels of neutrophils  infiltrating pancreatic  tumors have been  re‐

ported to correlate with a poor clinical outcome [7,8]. These studies support the theory 

that neutrophils play a  role  in  inflammation‐driven pancreatic  tumorigenesis. Besides, 

low NLR and PLR have been associated with longer overall survival (OS) and progres‐

sion‐free survival (PFS) in pancreatic cancer [9,10]. 

KRAS oncogene, which is mutationally activated in the vast majority of pancreatic 

ductal tumors [11], is involved in the release by tumor cells of inflammatory cytokines; 

the  recruitment  of  immune  cells with  protumoral  activity,  thereby  promoting  an  in‐

flamed  tumor  stroma;  and  the progression and  invasion of PDAC  [4,12–14]. We have 

previously reported that RAS mutation status and mutational load in circulating cell‐free 

DNA are independent risk factors for OS in metastatic PDAC patients. Moreover, higher 

cell‐free DNA (cfDNA) concentration and fragmentation levels were also associated with 

poorer survival [15]. 

Although NLR and PLR have been shown to be of prognostic value in PDAC, neu‐

trophils, platelets, and lymphocyte counts are affected by other factors, including chem‐

otherapy  toxicity  [16].  It  is necessary  to  strengthen  the  clinical usefulness of  these bi‐

omarkers of systemic inflammation with the information provided by noninvasive tumor 

biomarkers. Therefore, the present study was aimed at evaluating the prognostic value of 

combining NLR and PLR with circulating liquid biopsy markers associated to poor sur‐

vival outcome in metastatic PDAC patients. 

2. Materials and Methods 

2.1. Patients 

A  total of 58 patients with a diagnosis of metastatic PDAC were  included  in  this 

study. Patients were enrolled from the Reina Sofía Hospital (Córdoba, Spain) from 2017 

to 2019 with the following inclusion criteria: older than 18 years with histologically con‐

firmed metastatic PDAC and without previous chemotherapy or radiotherapy. The study 

was approved by the ethics committee of our hospital and written informed consent was 

obtained from all patients before enrollment. Patientsʹ characteristics are summarized in 

Table 1. 
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Table 1. Baseline characteristics of patients. 

Patient Characteristics        n (%) 

Age 
<60 years  20 (34.5) 

>60 years  38 (65.5) 

Sex 
Male  32 (55.2) 

Female  26 (44.8) 

ECOG 

0  17 (29.3) 

1  30 (51.7) 

2  8 (13.8) 

3  3 (5.2) 

1st line treatment 

Gemcitabine  2 (3.4) 

Gemcitabine/nab‐paclitaxel  38 (65.5) 

Gemcitabine/nab‐paclitaxel/FOLFOX  4 (6.9) 

FOLFIRINOX  11 (19) 

No treatment  3 (5.2) 

Survival 
Alive  17 (29.3) 

Dead  41 (70.7) 

Disease progression 

Yes  50 (86.2) 

No  3 (5.2) 

Not valuable (No treatment or sur‐

gery) 
5 (8.6) 

Primary tumor location 

Tail  16 (27.6) 

Body  24 (41.4) 

Head  16 (27.6) 

No data  2 (3.4) 

Number of metastatic lesions 
One location  25 (43.1) 

More than one location  33 (56.9) 

Metastatic lesions location 
Hepatic lesions  45 (77.6) 

Non‐hepatic lesions  13 (22.4) 

Liquid Biopsy RAS status 
RAS mutated  44 (75.9) 

RAS wild‐type  14 (24.1) 

2.2. Procedures for Sample Analyses 

Platelets, neutrophils, and  lymphocyte were measured  routinely  in  the clinical  la‐

boratory department of our hospital. NLR and PLR were calculated by dividing absolute 

neutrophil  count  and  platelets  count  by  the  absolute  lymphocyte  count,  respectively. 

Tumor biomarker CA19‐9 was also measured in the clinical laboratory department of our 

hospital and a cut‐off value of 45,500 U/mL, previously determined in our research [15], 

was used. 

The analysis of cell‐free DNA (cfDNA) was performed as previously described [15]. 

In  brief,  plasma was  obtained  from  10 mL  of  peripheral  blood  before  treatment  and 

cfDNA was extracted from 3 mL of plasma with the QIAamp Circulating Nucleic Acid 

Kit and  the vacuum system QIAvac 24 Plus  (Qiagen, Hilden, Germany). The Quantus 

fluorometer  (Promega, Madison, WI, USA)  and  the Agilent  2200  TapeStation  system 

(Agilent, Santa Clara, CA, USA) with the High Sensitivity D1000 ScreenTape assay were 

used  for  measuring  cfDNA  concentration  and  fragmentation,  respectively.  The  On‐

coBEAM™ RAS assay  (Sysmex  Inostics GmbH, Hamburg, Germany) was used  for  the 

analysis of RAS mutations in cfDNA and the determination of RAS mutant allelic fraction 

(MAF) in plasma. 
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For the quantification of elastase circulating levels, the Human PMN Elastase ELISA 

Kit (Abcam, Cambridge, UK) was used following the manufacturerʹs instructions. 

2.3. Statistical Analyses 

SPSS Statistic 20.0.0, GraphPad Prism 7.0 Software and R Software 4.0.0 were used 

for data analysis. OS was computed from the time of diagnosis until the date of death and 

PFS was determined as the time from the start of therapy until documented disease pro‐

gression. Estimation of survival rates and the identification of prognostic variables were 

performed with the Kaplan–Meier method and the log‐rank test, respectively. The opti‐

mal  cut‐off  values  were  selected  with  the  SurvivalROC  package  based  on  the 

time‐dependent ROC curve and were selected by minimalizing the sum of false negative 

and false positive rates [17]. The cut‐off value with prognostic relevance for OS was also 

tested  for prognosis of PFS. Mann–Whitney  test was used  to  compare differences be‐

tween  two groups  and ANOVA  test was performed when  comparing more  than  two 

groups. Multivariate analysis with Cox proportional hazards regression was used to de‐

termine  independent  prognostic  factors.  Correlation  analyses  were  performed  using 

Pearsonʹs correlation coefficient. Data in graphs are represented as mean ± standard de‐

viation. All results were considered statistically significant when p < 0.05. 

3. Results 

3.1. Clinicopathological Characteristics of Patients 

Fifty‐eight  patients were  included  in  the  study  between  2017  and  2019  (baseline 

characteristics  are  summarized  in  Table  1). Most  patients  (81%)  had  a  good  baseline 

ECOG  (ECOG  0–1)  and  the  majority  of  them  (75.8%)  received  first‐line  gemcita‐

bine‐based regimes. As shown in Figure 1A,B, there was a trend towards females (n = 26) 

having better OS than males (n = 32) (193.5 versus 310 days; p = 0.0574) and also better 

PFS, although not statistically significant  (125 versus 265 days; p = 0.1044). Patients  in‐

cluded in the study ranged in age from 40 to 84 years, with a median of 65 years of age. 

When patients were stratified according to age (60 years), no differences in OS and PFS 

were found (Table 2). ECOG was related with better OS (p = 0.0030), whereas there were 

no significant association between ECOG and PFS (p = 0.1869) (Figure 1C,D). 

All PDAC  patients  had distant metastases  at diagnosis,  the  liver  being  the most 

frequent site of metastasis (77.6%, Table 1). Patients with metastatic lesions located in the 

liver had significantly poorer OS and PFS rates  (p= 0.0262 and p = 0.0006, respectively) 

compared with  patients with metastasis  affecting  other  organs  (Figure  1E,F). On  the 

contrary, there was no significant association between number of metastatic lesions and 

OS or PFS (Table 2). Primary tumor sites were tail, body, and head of pancreas in 27.6%, 

41.4%, and 29.3% of patients, respectively (Table 1), but primary tumor location was not 

significant related with OS or PFS (Table 2). 
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Figure 1. Overall survival and progression‐free survival rates according to the clinical characteris‐

tics of the patients. (A) Overall survival (OS) according to gender; (B) progression‐free survival 

(PFS) according to gender; (C) OS according to EGOG; (D) PFS according to ECOG; (E) OS ac‐

cording to metastatic location; (F) PFS according to metastatic location. 

Table 2. Overall survival analysis. 

Variables  OS  PFS 

  HR (95%CI)  p  HR (95%CI)  p 

Age         

≤60 years 
1.113 (0.584–2.119)  0.7452  0.925 (0.505–1.694)  0.8015 

>60 years 

Gender         

Male 
0.545 (0.291–1.019)  0.0574  0.615 (0.343–1.106)  0.1044 

Female 

ECOG       

0   

0.0030 

 

0.1869 1  1.653 (0.789–3.465)  1.083 (0.568–2.065) 

2–3  5.967 (1.86–19.16)  3.166 (0.978–10.25) 

Primary Tumor Location         

Body/Tail  1.48 (0.72–3.04)  0.2884  1.52 (0.74–3.10)  0.2500 
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Head 

Number of Metastasis         

1 
1.5 (0.803–2.801)  0.2035  1.449 (0.811–2.588)  0.2100 

≥2 

Metastatic Location         

Hepatic 
0.462 (0.234–0.913)  0.0262  0.344 (0.187–0.634)  0.0006 

Nonhepatic 

RAS mutation status plasma         

MUT 
0.283 (0.141–0.565)  0.0003  0.240 (0.126–0.458)  <0.0001 

WT 

NLR         

≤5.52 
5.881 (2.552–13.55)  <0.0001  2.754 (1.272–5.962)  0.0101 

>5.52 

PLR         

≤90.48 
1.816 (0.817–4.035)  0.1430  1.460 (0.718–2.972)  0.2960 

>90.48 

cfDNA concentration         

≤26.46 ng/mL 
2.173 (1.149–4.107)  0.0169  1.708 (0.964–3.025)  0.0664 

>26.46 ng/mL 

MAF         

≤0.351% 
2.151 (1.049–4.409)  0.0365  1.859 (0.925–3.737)  0.0818 

>0.351% 

CA19‐9         

≤45,500 U/mL 
3.514 (1.196–10.32)  0.0233  3.508 (1.334–9.227)  0.0110 

>45,500 U/mL 

3.2. NLR and PLR are Prognostic Markers in Metastatic PDAC Patients 

NLR and PLR were analyzed in 58 metastatic PDAC patients. One patient with an 

ultra‐high  platelets  count was  excluded  from  the  PLR  analysis.  The median NLR  in 

plasma of metastatic PDAC patients was 3.94 (range 0.38–18.8) and the median PLR was 

176.07 (range 43.59–492.86). There was a significant association of high NLR with male 

gender  (p = 0.0294), while no relation was  found between PLR and gender  (p = 0.2591) 

(Figure 2A,B). On the other hand, although no relation was found between NLR and age 

(p = 0.4891), patients older  than 60 years  showed a significantly  lower PLR  than  those 

younger (153.39 versus 236.47; p = 0.0076) (Figure 2C,D). Besides, as shown in Figure 2E,F, 

higher NLR, but not PLR, was associated with worse ECOG (ECOG 2–3) (NLR: p = 0.0018; 

PLR: p = 0.6318). 
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Figure 2. Association between neutrophil–lymphocyte ratio and platelet–lymphocyte ratio with the 

clinical characteristics of the patients. (A) Neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) and (B) platelet–

lymphocyte ratio (PLR) in male or females patients, (C) NLR and (D) PLR in patients younger or 

older than 60 years, (E) NLR and (F) PLR according to the ECOG (* p < 0.05, ** p < 0.01). 

NLR was not significantly associated with primary tumor site (p = 0.7859) or number 

of metastasis  (p = 0.2859), although NLR showed a  trend  towards higher values  in pa‐

tients with metastatic lesions located in the liver compared with patients with metastasis 

affecting other organs (p = 0.1551) (Figure 3A). Contrarily, PLR was not associated with 

metastatic location (p = 0.7558) or the number of metastasis (p = 0.7653), but patients with 

the primary tumor  in the head of  the pancreas showed higher PLR compared with  tu‐

mors in the body/tail location (266.2 versus 149.16; p = 0.0245) (Figure 3B). Patients with 

higher NLR (>5.52) had significantly poorer OS (108 versus 335 days; p < 0.0001) and PFS 

(85 versus 232 days; p = 0.0101) rates (Figure 3C,D). Moreover, multivariate analysis re‐

vealed that NLR was an independent prognostic factor for OS (HR 2.466, 95% CI 1.246–

4.880; p = 0.010), along with ECOG and RAS mutation status (Table 3). Also, although not 

significant, patients with higher PLR  (>90.48)  showed a  trend  towards poorer OS  (236 

versus 399 days; p = 0.1430) and PFS (145 versus 337 days; p = 0.2960) (Figure 3E,F). 
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Figure 3. Neutrophil–lymphocyte ratio and platelet–lymphocyte ratio in metastatic pancreatic 

ductal adenocarcinoma patients. (A) Neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) in patients with liver 

metastasis or metastases elsewhere, (B) platelet–lymphocyte ratio (PLR) in patients with primary 

tumor located in the body‐tail or the head of the pancreas, (C) overall survival (OS) according to 

NLR (cut‐off: 5.52), (D) progression‐free survival (PFS) according to NLR (cut‐off: 5.52), (E) OS 

according to PLR (cut‐off: 90.48), (F) PFS according to PLR (cut‐off: 90.48) (* p < 0.05). 

Table 3. Multivariate analysis. 

 

 

Variables 
OS  PFS 

HR (95%CI)  p  HR (95%CI)  p 

ECOG  2.024 (1.207–3.393)  0.008  ‐  ‐ 

Metastatic Location  ‐  ns  3.150 (1.359–7.305)  0.007 

RAS mutation status plasma  6.944 (2.033–23.73)  0.002  7.908 (2.482–25.20)  0.0001 

NLR  2.466 (1.246–4.880)  0.010  ‐  ns 
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3.3. Combined Analysis of NLR and PLR Improves the Prognostic Accuracy in Patients with 

Metastatic PDAC   

A significant positive correlation between NLR and PLR was observed (r = 0.35; p = 

0.0085) (Figure 4A). Notably, the combination of NLR and PLR improved the prognostic 

classification of metastatic PDAC patients. For this combined analysis, positive or nega‐

tive  values were  assigned when NLR  or  PLR  values were  above  (positive)  or  below 

(negative) the cut‐off for prognostic value in OS, and scores 0, 1, and 2 were defined as 

negative  for both markers, positive for one of  them, and positive  for both markers, re‐

spectively. As shown in Figure 4B, those patients with score 2 showed a highly significant 

poorer survival  than those patients with score 0 or 1  in  the Kaplan–Meier analysis  (p = 

0.0004 and p = 0.0040, respectively). In contrast, the combination of NLR and PLR did not 

significantly improve prognosis accuracy for PFS (p = 0.0856) (Figure 4C). 

 

Figure 4. Association between neutrophil–lymphocyte ratio and platelet–lymphocyte ratio. (A) 

Correlation between neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) and platelet–lymphocyte ratio (PLR) 

values; (B) overall survival (OS) according to the NLR and PLR combination (score 2 compared to 

score 0: p = 0.0004, score 2 compared to score 1: p = 0.0040); (C) progression‐free survival (PFS) ac‐

cording to the NLR and PLR combination (score 2 compared to score 0: p = 0.0097; score 2 compared 

to score 1: p = 0.1463) (score 2, positive for both markers; score 1, positive for one of them; score 0: 

negative for both markers). 

3.4. The Combination of NLR and cfDNA Values Significantly Improves Prognostic Stratification 

of Metastatic PDAC Patients 

cfDNA  concentration was measured  in  our  patient  cohort  (median:  32.6  ng/mL; 

range: 10–700 ng/mL). A high positive correlation (r = 0.71; p < 0.0001) was found between 

NLR and cfDNA concentration (Figure 5A). No correlation was found between PLR and 

cfDNA concentration (p = 0.8205). However, a negative correlation (r = −0.30; p = 0.0244) 

was  found  between  PLR  and  cfDNA  size  (Figure  S1). No  significant  association was 

found between NLR and cfDNA fragmentation (p = 0.4381). 

We previously  reported  that higher  levels of cfDNA were significantly associated 

with shorter OS and PFS in metastatic PDAC patients and a cut‐off for cfDNA concen‐
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tration  (26.46 ng/mL) was determined  [15]. Using  this cut‐off, patients  included  in  the 

present study also showed differences in OS (172 versus 339 days; p = 0.0169) and a trend 

for PFS (122.5 versus 278 days; p = 0.0664) according to cfDNA concentration. When NLR 

and cfDNA levels were combined according to the scoring system described above, pa‐

tients with score 2 showed significantly shorter OS than patients with score 0 or score 1 (p 

= 0.0001 and p = 0.0008, respectively) (Figure 5B). We also found an improvement in the 

prognostic stratification of patients according to PFS when NLR and cfDNA levels were 

combined (score 2 versus score 0: p = 0.0037 and score 2 versus score 1: p= 0.0119) (Figure 

5C). 

 

Figure 5. Association between neutrophil–lymphocyte ratio and cell‐free DNA concentration. (A) 

Correlation between neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) values and circulating cell‐free DNA 

(cfDNA) levels; (B) overall survival (OS) according to the NLR and cfDNA combination (score 2 

compared to score 0: p = 0.0001, score 2 compared to score 1: p = 0.0008); (C) progression‐free sur‐

vival (PFS) according to the NLR and cfDNA combination (score 2 compared to score 0: p = 0.0037; 

score 2 compared to score 1: p = 0.0119) (score 2, positive for both markers; score 1, positive for one 

of them; score 0: negative for both markers). 

Since NLR  and  cfDNA  concentration were  highly  correlated, we  next measured 

neutrophil elastase in plasma as a marker of NETosis, which is a process involving the 

formation of neutrophil extracellular traps (NETs), to determine whether neutrophil ac‐

tivation contributes to cfDNA content in plasma of metastatic PDAC patients. As shown 

in  Figure  6A–C,  elastase  concentration  in plasma positively  correlated with NLR  (r  = 

0.5618; p < 0.0001), cfDNA concentration (r = 0.5246; p < 0.0001), and CA19‐9 (r = 0.4995; p < 

0.0001). Elastase concentration was higher  in patients with  liver metastasis  (p = 0.0423, 

Figure 6D), in agreement with higher (although not statistically significant) NLR values 

in patients with hepatic metastases (Figure 3A), and also with our previously reported 

trend towards higher cfDNA levels in patients with hepatic lesions [15]. However, there 

was no relation between elastase levels and primary tumor location (p = 0.9890) 

or number of metastasis (p = 0.7515). Moreover, high elastase concentration in plasma 

(>23.15 ng/mL) was  a prognostic  factor of worse OS  (p = 0.0110)  and PFS  (p = 0.0241) 

(Figure 6E,F). 
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Figure 6. Circulating levels of neutrophil elastase in metastatic pancreatic ductal adenocarcinoma 

patients. (A) Correlation between plasma levels of neutrophil elastase and neutrophil–lymphocyte 

ratio (NLR); (B) correlation between plasma levels of neutrophil elastase and cell‐free DNA 

(cfDNA); (C) correlation between plasma levels of neutrophil elastase and CA19‐9; (D) plasma 

levels of neutrophil elastase in pancreatic ductal adenocarcinoma patients with metastatic lesions 

in the liver or elsewhere; (E) overall survival (OS) according to circulating levels of neutrophil 

elastase (cut‐off: 23.15 ng/mL); (F) progression‐free survival (PFS) according to circulating levels of 

neutrophil elastase (cut‐off: 23.15 ng/mL) (* p < 0.05). 

3.5. NLR is Related to RAS Mutational Status in cfDNA of Metastatic PDAC Patients 

Analysis of RAS mutation status  in cfDNA was performed  in 58 metastatic PDAC 

patients  included  in this study. RAS mutation was detected  in 75.9% (44/58) of plasma 

samples (Table 1). As shown in Figure 7A, NLR was significantly higher in those patients 

in which plasma RAS mutations were detected (4.53 versus 2.24; p = 0.0024). Moreover, a 

positive correlation between NLR and the RAS MAF was found (r = 0.4481; p = 0.0023) 

(Figure 7B). We have previously reported [15] that the detections of RAS mutations and 

RAS mutational load in cfDNA were related to shorter OS and PFS in metastatic PDAC 

patients and a cut‐off for MAF was determined (RAS MAF cut‐off: 0.351%). Patients in‐

cluded in the present study also showed poor OS (193.5 versus 510 days; p = 0.0003) and 

PFS  (122.5  versus  472 days;  p < 0.0001) when RAS mutation was detected  in plasma. 

Moreover, patients with higher RAS MAF  in  cfDNA had worse OS  (163 versus  333.5 

days; p = 0.0365) and a  trend  towards poorer PFS  (87 versus 175 days; p = 0.0818). As 

shown in Figure 7C, when NLR and RAS mutation status in plasma were combined, pa‐

tients with score 2 showed poorer OS compared with patients with score 0 and score 1 (p 

< 0.0001 and p = 0.0003, respectively). Similarly, this combination of markers also better 
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stratified patients for PFS (score 2 versus score 0: p = 0.0003 and score 2 versus score 1: p = 

0.0533) (Figure 7D). When NLR was combined with RAS MAF (Figure 7E), an improved 

stratification of RAS‐mutated patients for OS (score 2 versus 0, p = 0.0029; score 2 versus 

1, p = 0.0037) but not for PFS (p = 0.0869) was observed (Figure 7F). No significant associ‐

ation was found between PLR and RAS mutation (p = 0.5071) or RAS mutational load (p = 

0.6854) in plasma. 

 

Figure 7. Association between neutrophil–lymphocyte ratio and plasma RAS mutation. (A) Neu‐

trophil–lymphocyte ratio (NLR) according to RAS mutational status in plasma; (B) correlation 

between NLR values and RAS mutant allelic fraction (MAF) in plasma; (C) overall survival (OS) 

according to the NLR and RAS mutational status combination (score 2 compared to score 0: p < 

0.0001; score 2 compared to score 1: p = 0.0003); (D) progression‐free survival (PFS) according to the 

NLR and RAS mutational status combination (score 2 compared to score 0: p = 0.0003; score 2 

compared to score 1: p = 0.0533); (E) OS according to the NLR and MAF combination (score 2 

compared to score 0: p = 0.0029; score 2 compared to score 1: p = 0.0037); (F) PFS according to the 

NLR and MAF combination (score 2 compared to score 0: p = 0.0420; score 2 compared to score 1: p 

= 0.3008) (score 2, positive for both markers; score 1, positive for one of them; score 0, negative for 

both markers) (** p < 0.01). 

3.6. Multiple Blood‐Based Biomarkers Improve the Prognostic Stratification of Metastatic PDAC 

Patients 

Patients included in this analysis showed differences in OS (125 versus 284 days; p = 

0.0223) and in PFS (72 versus 203.5 days; p = 0.0110) according to CA19‐9 levels. CA19‐9 

levels and NLR showed a positive correlation (r = 0.3684; p = 0.0048; Figure S2) and the 

combination  of  both  showed  an  improvement  in patient  stratification  for OS  (score  2 
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versus score 0: p < 0.0001 and score 2 versus score 1: p = 0.0226) and PFS (score 2 versus 

score 0: p = 0.0016 and score 2 versus score 1: p = 0.0021) (Figure 8A,B). 

Next, a combination of multiple blood‐based biomarkers  (NLR, PLR, cfDNA con‐

centration, RAS  status, RAS MAF,  and CA19‐9) was  used  to  improve  the  prognostic 

stratification of metastatic PDAC patients. In this case, score 2 was defined as positive for 

all markers; score 1 positive for 3, 4, or 5 markers; and score 0 positive for 1 or 2 markers 

or negative for all of them. As shown in Figure 8C, patients with score 2 had a very short 

OS outcome compared with patients with score 1 (p = 0.0026), and especially compared 

with patients with  score 0  (p < 0.0001).  In  regard  to PFS,  this  combination of multiple 

blood‐based  biomarkers  also  efficiently  stratified  patients  into  dismal  (score  2),  poor 

(score 1), and good (score 0) prognosis (Figure 8D). 

 

Figure 8. Multiple blood‐based biomarkers for the prognosis of metastatic pancreatic ductal ade‐

nocarcinoma patients. (A) Overall survival (OS) according to neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) 

and CA19‐9 combination (score 2 compared to score 0: p < 0.0001; score 2 compared to score 1: p = 

0.0226); (B) progression‐free survival (PFS) according to NLR and CA19‐9 combination (score 2 

compared to score 0: p = 0.0016; score 2 compared to score 1: p = 0.0021) (score 2, positive for both 

markers; score 1, positive for one of them; score 0, negative for both markers); (C) OS according to 

the combination of multiple blood‐based biomarkers (NLR, platelet–lymphocyte ratio (PLR), 

cell‐free DNA (cfDNA) concentration, RAS status, RAS mutant allelic fraction (MAF) and CA19‐9) 

(score 2 compared to score 0: p < 0.0001; score 2 compared to score 1: p = 0.0026); (D) PFS according 

to the combination of multiple blood‐based biomarkers (NLR, PLR, cfDNA concentration, RAS 

status, RAS MAF, and CA19‐9) (score 2 compared to score 0: p = 0.0008; score 2 compared to score 1: 

p = 0.0086) (score 2, positive for all markers; score 1, positive for 3, 4 or 5 markers; score 0, positive 

for 1 or 2 markers or negative for all of them). 

4. Discussion 

Infiltration of  immune  cells  in PDAC  tumors  is highly  abundant,  contributing  to 

immune evasion and chemotherapy resistance [4]. In the present study, we described the 

utility of NLR and PLR along with others circulating tumor‐specific markers to evaluate 

the prognosis in metastatic PDAC patients. 

Previous  reports have  related high NLR  and PLR values with poor prognosis  in 

advanced pancreatic cancer  [16,18–20]. However, most of  the studies  that have related 
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high PLR values with poor OS involved locally advanced patients [20–22], who were not 

included in the present study. In this regard our analysis showed that metastatic PDAC 

patients with higher NLR values had significantly poorer OS and PFS rates, whereas both 

NLR and PLR were associated with poor‐prognosis clinical features. Thus, higher NLR 

values were related with male gender and higher ECOG status. This is in agreement with 

other cancer studies, in which higher NLR values were reported in male cancer patients 

[23,24] and patients with high ECOG status [21]. In addition, those patients younger than 

60 years had higher PLR values than older patients, likely because aging is known to be 

accompanied by a decrease in platelet count [25]. Further, patients with a primary tumor 

located in the head of the pancreas showed higher PLR values than those patients with a 

tumor in the body/tail of this organ.   

Cancer cells can activate platelets leading to pro‐cancerous effects. Activated plate‐

lets participate in the regulation of inflammation, releasing proinflammatory cytokines, 

and  in modulating  tumor microenvironment  by  recruiting  leukocytes,  including  neu‐

trophils. Moreover, activated platelets participate in tumor immune evasion by releasing 

transforming growth  factor  β  (TGF‐β), which  is a cytokine with a potent  immunosup‐

pressive activity. Besides, TGF‐β participates in the transition of tumor‐associated neu‐

trophils  from  an  antitumorigenic  (N1)  towards  a protumorigenic  (N2) phenotype  [4]. 

Furthermore, activated platelets have been implicated in the formation of NETs, with a 

positive feedback loop, because NETs in turn promote platelet activation [26,27]. There‐

fore,  the platelet–neutrophil crosstalk plays an  important  role  in  the development and 

progression of cancer. In this regard, our analysis indicated that NLR and PLR positively 

correlatde and the combination of both factors increased their prognostic value. On the 

other hand, platelets and neutrophils have been related with the metastatic process [28–

30], and our results confirmed that NLR was associated with  liver metastasis  in PDAC 

patients, in agreement with a previous report [31]. 

There  is  increasing  evidence  connecting KRAS mutations with  tumor‐promoting 

inflammation  in  several  human  cancers,  including  PDAC  [13,32]. KRAS  activation  in 

cancer cells  induces the expression and secretion of proinflammatory cytokines, stimu‐

lating the recruitment of neutrophils to the tumor [6]. On the other hand, gene dosage of 

mutant KRAS has an important role in PDAC biology [33], and we and others have re‐

cently reported the correlation of KRAS MAF in cfDNA with clinical stage and outcome 

in PDAC [8,15,34]. Importantly,  in  the present study, those patients with RAS‐mutated 

cfDNA had higher NLR values and a positive correlation between NLR and RAS muta‐

tional load in cfDNA was found. Furthermore, the combination of NLR with RAS muta‐

tional status or  load (MAF)  in cfDNA greatly improved  the prognostic classification of 

metastatic PDAC patients. 

The prognostic significance of cfDNA levels and fragmentation has been previously 

described  in metastatic cancer  [35–37],  including metastatic PDAC  [15,38]. Specifically, 

we have recently reported that higher cfDNA concentration and smaller cfDNA fragment 

size are associated with poor outcomes in metastatic PDAC patients [15]. In the present 

study, PLR was negatively correlated with cfDNA fragment size, and this may explain 

why higher PLR values are associated with more aggressive tumors. Moreover, although 

apoptosis and necrosis seem to provide most of cfDNA, some stimuli can activate neu‐

trophils leading to DNA release and NETosis [39,40]. A previous study demonstrated a 

relation between NLR and altered values of cfDNA  in endometrial cancer  [41].  In  this 

regard, our  results  showed  a high positive  correlation between NLR and  cfDNA  con‐

centration but not cfDNA fragmentation. Moreover, a positive correlation between neu‐

trophil elastase circulating  levels and cfDNA concentration was found, suggesting  that 

neutrophil activation significantly contributes to cfDNA content in plasma of metastatic 

PDAC  patients.  Besides,  the  positive  correlation  found  between  elastase  and CA19‐9 

suggests that neutrophil activation and NETosis are related with disease progression in 

metastatic PDAC patients.  In  fact, higher  elastase  circulating  levels were  related with 

liver metastasis and poor OS and PFS. These  findings are consistent with  the reported 



Cancers 2021, 13, 1210  15  of  17 
 

 

interaction of neutrophils with circulating tumor cells facilitating their contact with he‐

patic  endothelial  cells,  thus  helping  cancer  cells  dissemination  and  liver  metastasis 

[42,43]. Also, inhibition of NETs has been shown to reduce liver metastasis in a preclini‐

cal model of metastatic colorectal cancer [44], while recent studies have suggested that 

NETs can also contribute to hepatic metastasis in PDAC [45]. 

Finally, we also showed that the combination of NLR and PLR with cfDNA‐based 

liquid biopsy markers greatly improves prognostic power and provides accurate survival 

risk stratification.   

5. Conclusions 

In conclusion, our study supports  that  the use of NLR and PLR, along with other 

noninvasive biomarkers in a multi‐parameter prognostic model, may constitute a valua‐

ble tool for the clinical management of metastatic PDAC patients. Future larger studies 

are warranted to validate the prognostic value in PDAC patients of this combination of 

systemic inflammatory and liquid biopsy biomarkers. 

Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at 

www.mdpi.com/2072‐6694/13/6/1210/s1, Figure S1: Correlation between platelet‐lymphocyte ratio 

(PLR)  and  circulating  cell‐free  DNA  (cfDNA)  size,  Figure  S2:  Correlation  between  neutro‐

phil‐lymphocyte ratio (NLR) and CA19‐9. 

Author Contributions: Conceptualization, A.R.‐A. and E.A.; formal analysis, M.T.‐F.; funding ac‐

quisition, E.A.;  investigation, M.T.‐F., S.G.‐L., M.V.G.‐O. and R.M.‐O.; methodology, M.T.‐F.;  re‐

sources, M.T.C., E.I., A.G. and J.R.D.l.H.‐R.; supervision, A.R.‐A. and E.A.; writing—original draft, 

M.T.‐F. and A.R.‐A.; writing—review and editing, M.T.‐F., A.R.‐A. and E.A. All authors have read 

and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding:  This  study  was  funded  by  Centro  de  Investigación  Biomédica  en  Red  de  Cáncer 

(CB16/12/00349) and by the Alianza Mixta en Red Andalucía‐Roche en Oncología Médica de Pre‐

cisión. A.R‐A. has a researcher contract funded by the program “Nicolás Monardes” from Junta de 

Andalucía.   

Institutional Review Board Statement: The study was conducted in compliance with the Declara‐

tion  of Helsinki,  and previous  approval was  obtained  from  the Ethical Research Committee  of 

Córdoba  (Comité  de  Ética  de  la  Investigación  de  Córdoba,  CEI  Córdoba,  PANCRE‐

AS‐BIOPSIA‐LIQ protocol, approved on April 26, 2017, Act no263, ref, 3490).   

Informed Consent Statement: The written informed consent was obtained from all subjects prior 

to participating in the study. 

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on reasonable request 

from the corresponding author. 

Acknowledgments: Special thanks are given to the patients for their consent to participate in this 

study. Alvaro Jiménez (Genomics Unit) and Ipek Guler (Methodology and Biostatistics Unit) are 

greatly acknowledged for their technical help at the IMIBIC.   

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.   

References 

1. Bray, F.; Ferlay, J.; Soerjomataram, I.; Siegel, R.L.; Torre, L.A.; Jemal, A. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of 

incidence  and  mortality  worldwide  for  36  cancers  in  185  countries.  CA.  Cancer  J.  Clin.  2018,  68,  394–424, 

doi:10.3322/caac.21492. 

2. Ferlay, J.; Colombet, M.; Soerjomataram, I.; Dyba, T.; Randi, G.; Bettio, M.; Gavin, A.; Visser, O.; Bray, F. Cancer incidence and 

mortality  patterns  in  Europe:  Estimates  for  40  countries  and  25 major  cancers  in  2018.  Eur  J  Cancer  2018,  103,  356–387, 

doi:10.1016/j.ejca.2018.07.005. 

3. Rahib,  L.;  Smith,  B.D.; Aizenberg,  R.;  Rosenzweig, A.B.;  Fleshman,  J.M.; Matrisian,  L.M.  Projecting  cancer  incidence  and 

deaths to 2030: the unexpected burden of thyroid, liver, and pancreas cancers in the United States. Cancer Res 2014, 74, 2913–

2921, doi:10.1158/0008‐5472.CAN‐14‐0155. 

4. Shi,  J.;  Xue,  J.  Inflammation  and  development  of  pancreatic  ductal  adenocarcinoma.  Chinese  Clin.  Oncol.  2019,  8,  19, 

doi:10.21037/cco.2019.04.02. 



Cancers 2021, 13, 1210  16  of  17 
 

 

5. Oh,  D.;  Pyo,  J.S.;  Son,  B.K.  Prognostic  roles  of  inflammatory  markers  in  pancreatic  cancer:  Comparison  between  the 

neutrophil‐to‐lymphocyte  ratio  and  platelet‐to‐lymphocyte  ratio.  Gastroenterol.  Res.  Pract.  2018,  2018, 

doi:10.1155/2018/9745601. 

6. Dias Carvalho,  P.; Guimaraes, C.F.; Cardoso, A.P.; Mendonca,  S.; Costa, A.M.; Oliveira, M.J.; Velho,  S. KRAS Oncogenic 

Signaling  Extends  beyond  Cancer  Cells  to  Orchestrate  the  Microenvironment.  Cancer  Res  2018,  78,  7–14, 

doi:10.1158/0008‐5472.CAN‐17‐2084. 

7. Shaul, M.E.; Fridlender, Z.G. Cancer‐related circulating and tumor‐associated neutrophils – subtypes, sources and function. 

FEBS J. 2018, 285, 4316–4342, doi:10.1111/febs.14524. 

8. Wang,  Y.;  Fang,  T.;  Huang,  L.;  Wang,  H.;  Zhang,  L.;  Wang,  Z.;  Cui,  Y.  Neutrophils  infiltrating  pancreatic  ductal 

adenocarcinoma  indicate  higher  malignancy  and  worse  prognosis.  Biochem.  Biophys.  Res.  Commun.  2018,  501,  313–319, 

doi:10.1016/j.bbrc.2018.05.024. 

9. Zhou, Y.; Cheng, S.; Fathy, A.H.; Qian, H.; Zhao, Y. Prognostic value of platelet‐to‐lymphocyte ratio in pancreatic cancer: A 

comprehensive meta‐analysis of 17 cohort studies. Onco. Targets. Ther. 2018, 11, 1899–1908, doi:10.2147/OTT.S154162. 

10. Zhou, Y.; Wei, Q.; Fan,  J.; Cheng, S.; Ding, W.; Hua, Z. Prognostic  role of  the neutrophil‐to‐lymphocyte  ratio  in pancreatic 

cancer: A meta‐analysis containing 8252 patients. Clin. Chim. Acta 2018, 479, 181–189, doi:10.1016/j.cca.2018.01.024. 

11. Waters, A.M.; Der, C.J. KRAS: The critical driver and therapeutic target for pancreatic cancer. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 

2018, 8, doi:10.1101/cshperspect.a031435. 

12. Ji, H.; Houghton, A.M.; Mariani, T.J.; Perera, S.; Kim, C.B.; Padera, R.; Tonon, G.; McNamara, K.; Marconcini, L.A.; Hezel, A.; 

et  al.  K‐ras  activation  generates  an  inflammatory  response  in  lung  tumors.  Oncogene  2006,  25,  2105–12, 

doi:10.1038/sj.onc.1209237. 

13. Kitajima,  S.; Thummalapalli, R.; Barbie, D.A.  Inflammation  as  a driver  and  vulnerability  of KRAS mediated  oncogenesis. 

Semin. Cell Dev. Biol. 2016, 58, 127–35, doi:10.1016/j.semcdb.2016.06.009. 

14. Liou, G.Y.; Döppler, H.; Necela, B.; Edenfield, B.; Zhang, L.; Dawson, D.W.; Storz, P. Mutant KRAS–induced expression of 

ICAM‐1 in pancreatic acinar cells causes attraction of macrophages to expedite the formation of precancerous lesions. Cancer 

Discov. 2015, 5, 52–63, doi:10.1158/2159‐8290.CD‐14‐0474. 

15. Toledano‐Fonseca, M.; Cano, M.T.; Inga, E.; Rodríguez‐Alonso, R.; Gómez‐España, M.A.; Guil‐Luna, S.; Mena‐Osuna, R.; de la 

Haba‐Rodríguez,  J.R.;  Rodríguez‐Ariza,  A.;  Aranda,  E.  Circulating  cell‐free  dna‐based  liquid  biopsy  markers  for  the 

non‐invasive prognosis and monitoring of metastatic pancreatic cancer. Cancers 2020, 12, doi:10.3390/cancers12071754. 

16. Luo, G.; Guo, M.; Liu, Z.; Xiao, Z.; Jin, K.; Long, J.; Liu, L.; Liu, C.; Xu, J.; Ni, Q.; et al. Blood Neutrophil–Lymphocyte Ratio 

Predicts Survival in Patients with Advanced Pancreatic Cancer Treated with Chemotherapy. Ann. Surg. Oncol. 2015, 22, 670–6, 

doi:10.1245/s10434‐014‐4021‐y. 

17. Heagerty,  P.J.;  Lumley,  T.;  Pepe, M.S.  Time‐dependent ROC  curves  for  censored  survival  data  and  a  diagnostic marker. 

Biometrics 2000, 56, 337–44, doi:10.1111/j.0006‐341X.2000.00337.x. 

18. An,  X.;  Ding,  P.R.;  Li,  Y.H.; Wang,  F.H.;  Shi,  Y.X.; Wang,  Z.Q.;  He,  Y.J.;  Xu,  R.H.;  Jiang, W.Q.  Elevated  neutrophil  to 

lymphocyte  ratio  predicts  survival  in  advanced  pancreatic  cancer.  Biomarkers  2010,  15,  516–22, 

doi:10.3109/1354750X.2010.491557. 

19. Chen,  Y.;  Yan,  H.; Wang,  Y.;  Shi,  Y.;  Dai,  G.  Significance  of  baseline  and  change  in  neutrophil‐to‐lymphocyte  ratio  in 

predicting  prognosis:  A  retrospective  analysis  in  advanced  pancreatic  ductal  adenocarcinoma.  Sci.  Rep.  2017,  7,  753, 

doi:10.1038/s41598‐017‐00859‐5. 

20. Lee, B.M.; Chung, S.Y.; Chang,  J.S.; Lee, K.J.; Seong,  J. The neutrophil‐lymphocyte  ratio  and platelet‐lymphocyte  ratio  are 

prognostic  factors  in patients with  locally advanced pancreatic  cancer  treated with  chemoradiotherapy. Gut Liver 2018, 12, 

342–352, doi:10.5009/gnl17216. 

21. Iwai, N.; Okuda, T.; Sakagami, J.; Harada, T.; Ohara, T.; Taniguchi, M.; Sakai, H.; Oka, K.; Hara, T.; Tsuji, T.; et al. Neutrophil 

to  lymphocyte  ratio  predicts  prognosis  in  unresectable  pancreatic  cancer.  Sci.  Rep.  2020,  10,  18758, 

doi:10.1038/s41598‐020‐75745‐8. 

22. Qi, Q.; Geng, Y.; Sun, M.; Wang, P.; Chen, Z. Clinical implications of systemic inflammatory response markers as independent 

prognostic factors for advanced pancreatic cancer. Pancreatology 2015, 15, 145–50, doi:10.1016/j.pan.2014.12.004. 

23. Howard, R.; Kanetsky, P.A.; Egan, K.M. Exploring the prognostic value of the neutrophil‐to‐lymphocyte ratio in cancer. Sci. 

Rep. 2019, 9, 19673, doi:10.1038/s41598‐019‐56218‐z. 

24. Piciucchi, M.; Stigliano, S.; Archibugi, L.; Zerboni, G.; Signoretti, M.; Barucca, V.; Valente, R.; Fave, G.D.; Capurso, G. The 

neutrophil/lymphocyte ratio at diagnosis is significantly associated with survival in metastatic pancreatic cancer patients. Int. 

J. Mol. Sci. 2017, 18, doi:10.3390/ijms18040730. 

25. Jones, C.I. Platelet function and ageing. Mamm. Genome 2016, 27, 358–66, doi:10.1007/s00335‐016‐9629‐8. 

26. Palacios‐Acedo,  A.L.;  Mège,  D.;  Crescence,  L.;  Dignat‐George,  F.;  Dubois,  C.;  Panicot‐Dubois,  L.  Platelets, 

Thrombo‐Inflammation,  and  Cancer:  Collaborating  With  the  Enemy.  Front.  Immunol.  2019,  10,  1805, 

doi:10.3389/fimmu.2019.01805. 

27. Olsson,  A.K.;  Cedervall,  J.  The  pro‐inflammatory  role  of  platelets  in  cancer.  Platelets  2018,  29,  569–573, 

doi:10.1080/09537104.2018.1453059. 

28. Gay,  L.J.;  Felding‐Habermann,  B.  Contribution  of  platelets  to  tumour  metastasis.  Nat.  Rev.  Cancer  2011,  11,  123–34, 

doi:10.1038/nrc3004. 



Cancers 2021, 13, 1210  17  of  17 
 

 

29. Cools‐Lartigue, J.; Spicer, J.; McDonald, B.; Gowing, S.; Chow, S.; Giannias, B.; Bourdeau, F.; Kubes, P.; Ferri, L. Neutrophil 

extracellular  traps  sequester  circulating  tumor  cells  and  promote  metastasis.  J.  Clin.  Investig.  2013,  8,  3446–3458, 

doi:10.1172/JCI67484. 

30. Yang,  J.J.; Hu, Z.G.; Shi, W.X.; Deng, T.; He, S.Q.; Yuan, S.G. Prognostic  significance of neutrophil  to  lymphocyte  ratio  in 

pancreatic cancer: A meta‐analysis. World J. Gastroenterol. 2015, 21, 2807–15, doi:10.3748/wjg.v21.i9.2807. 

31. Gao,  Y.;  Wang,  W.J.;  Zhi,  Q.;  Shen,  M.;  Jiang,  M.;  Bian,  X.;  Gong,  F.R.;  Zhou,  C.;  Lian,  L.;  Wu,  M.Y.;  et  al. 

Neutrophil/lymphocyte ratio is a more sensitive systemic inflammatory response biomarker than platelet/lymphocyte ratio in 

the prognosis evaluation of unresectable pancreatic cancer. Oncotarget 2017, 8, 88835–88844, doi:10.18632/oncotarget.21340. 

32. Hamarsheh, S.; Groß, O.; Brummer, T.; Zeiser, R.  Immune modulatory effects of oncogenic KRAS  in cancer. Nat. Commun. 

2020, 11, 5439, doi:10.1038/s41467‐020‐19288‐6. 

33. Lennerz,  J.K.;  Stenzinger,  A.  Allelic  Ratio  of  KRAS  Mutations  in  Pancreatic  Cancer.  Oncologist  2015,  20,  e8‐9, 

doi:10.1634/theoncologist.2014‐0408. 

34. Bernard, V.; Kim, D.U.; San Lucas, F.A.; Castillo, J.; Allenson, K.; Mulu, F.C.; Stephens, B.M.; Huang, J.; Semaan, A.; Guerrero, 

P.A.; et al. Circulating Nucleic Acids Are Associated With Outcomes of Patients With Pancreatic Cancer. Gastroenterology 2019, 

156, 108‐118 e4, doi:10.1053/j.gastro.2018.09.022. 

35. Tabernero, J.; Lenz, H.J.; Siena, S.; Sobrero, A.; Falcone, A.; Ychou, M.; Humblet, Y.; Bouche, O.; Mineur, L.; Barone, C.; et al. 

Analysis of  circulating DNA and protein biomarkers  to predict  the  clinical activity of  regorafenib and assess prognosis  in 

patients with metastatic colorectal cancer: a retrospective, exploratory analysis of the CORRECT trial. Lancet Oncol. 2015, 16, 

937–948, doi:10.1016/S1470‐2045(15)00138‐2. 

36. El Messaoudi, S.; Mouliere, F.; Du Manoir, S.; Bascoul‐Mollevi, C.; Gillet, B.; Nouaille, M.; Fiess, C.; Crapez, E.; Bibeau, F.; 

Theillet,  C.;  et  al.  Circulating  DNA  as  a  Strong Multimarker  Prognostic  Tool  for Metastatic  Colorectal  Cancer  Patient 

Management Care. Clin. Cancer Res. 2016, 22, 3067–3077, doi:10.1158/1078‐0432.CCR‐15‐0297. 

37. Valpione, S.; Gremel, G.; Mundra, P.; Middlehurst, P.; Galvani, E.; Girotti, M.R.; Lee, R.J.; Garner, G.; Dhomen, N.; Lorigan, 

P.C.; et al. Plasma total cell‐free DNA (cfDNA) is a surrogate biomarker for tumour burden and a prognostic biomarker for 

survival in metastatic melanoma patients. Eur. J. Cancer 2018, 88, 1–9, doi:10.1016/j.ejca.2017.10.029. 

38. Lapin, M.; Oltedal, S.; Tjensvoll, K.; Buhl, T.; Smaaland, R.; Garresori, H.; Javle, M.; Glenjen, N.I.; Abelseth, B.K.; Gilje, B.; et al. 

Fragment  size  and  level  of  cell‐free DNA provide  prognostic  information  in patients with  advanced pancreatic  cancer.  J. 

Transl. Med. 2018, 16, 300, doi:10.1186/s12967‐018‐1677‐2. 

39. Kustanovich, A.; Schwartz, R.; Peretz, T.; Grinshpun, A. Life and death of circulating cell‐free DNA. Cancer Biol. Ther. 2019, 20, 

1057–1067, doi:10.1080/15384047.2019.1598759. 

40. Goggs, R.;  Jeffery, U.; LeVine, D.N.; Li, R.H.L. Neutrophil‐Extracellular Traps, Cell‐Free DNA, and  Immunothrombosis  in 

Companion Animals: A Review. Vet. Pathol. 2020, 57, 6–23, doi:10.1177/0300985819861721. 

41. Cicchillitti, L.; Corrado, G.; de Angeli, M.; Mancini, E.; Baiocco, E.; Patrizi, L.; Zampa, A.; Merola, R.; Martayan, A.; Conti, L.; 

et al. Circulating cell‐free DNA content as blood based biomarker  in endometrial cancer. Oncotarget 2017, 8, 115230–115243, 

doi:10.18632/oncotarget.23247. 

42. Spicer,  J.D.; McDonald,  B.; Cools‐Lartigue,  J.J.; Chow,  S.C.; Giannias,  B.; Kubes,  P.;  Ferri,  L.E. Neutrophils  promote  liver 

metastasis  via  Mac‐1‐mediated  interactions  with  circulating  tumor  cells.  Cancer  Res.  2012,  72,  3919–27, 

doi:10.1158/0008‐5472.CAN‐11‐2393. 

43. Heeke, S.; Mograbi, B.; Alix‐Panabières, C.; Hofman, P. Never Travel Alone: The Crosstalk of Circulating Tumor Cells and the 

Blood Microenvironment. Cells 2019, 8, doi:10.3390/cells8070714. 

44. Miller‐Ocuin, J.L.; Liang, X.; Boone, B.A.; Doerfler, W.R.; Singhi, A.D.; Tang, D.; Kang, R.; Lotze, M.T.; Zeh, H.J. DNA released 

from  neutrophil  extracellular  traps  (NETs)  activates  pancreatic  stellate  cells  and  enhances  pancreatic  tumor  growth. 

Oncoimmunology 2019, 8, e1605822, doi:10.1080/2162402X.2019.1605822. 

45. Huber, M.; Brehm, C.U.; Gress, T.M.; Buchholz, M.; Alhamwe, B.A.; von Strandmann, E.P.; Slater, E.P.; Bartsch, J.W.; Bauer, C.; 

Lauth, M. The immune microenvironment in pancreatic cancer. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, doi:10.3390/ijms21197307. 

 


