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1. Background of BUDDY
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Connection between TMB, 

neoantigens and immunotherapy



Chan et al. Ann Oncol 2019
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Using TMB and PD-L1

as Two Independent Biomarkers
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2. Protocol Developement















3. Review of Protocol





등록시(Enrollment) 국소진행성또는전이성(즉, definitive   

CCRT에적합하지 않은 IIIB ~ IV 병기, 재발성) 비소세포폐암











4. Management of Samples





Sample 준비방법

1. EDTA tube에 혈액 10cc를 채혈한다.

2. EDTA tube를 3200rpm, 10min, 20℃로 원심분리 한다.

3. EDTA tube를 원심분리 후 가라앉은 적혈구와 백혈구 세포층 상단에 있는 맑은 혈장을

혈청 분리관을 이용하여 1.8ml의 cryogenic vial 2개에 최대 동량으로 옮겨 담는다.

4. 1 vial 당 최소 보관 기준은 500ul로 한다. 

5. Plasma에서 cfDNA prep를 가능한 빨리 시행한다.                                                       

(최대한 혈액 수집 후 2시간 이내 시행을 권고한다.)

6. cfDNA를 서울아산병원으로 전달한다.(배송 시점 논의)

7. NGS wet 및 SNV/indel data 생산한다.

8. Target exonic 영역내의 Non-synonymous variant number를 계산한 TMB 수치 확인



방법 1_NEXmag™ cell free DNA capturing kit

① 200ul의 plasma샘플을 2ml tube에 옮긴다. 

② 400ul의 plasma lysis buffer(PLB)와 10ul의 proteinaseK를 넣는다.

③ Vortexing을 약 10초간 하여 잘 섞어준 뒤, 56℃에서 60분간 incubation한다.

④ 사용해야 할 bead를 잘 섞어준 뒤, 200ul의 bead와 1000ul의 solution A를 위 sample tube에 넣는다.

⑤ Vortexing을 약 10초간 하여 잘 섞어준 뒤, 상온에서 15분간 반응한다. 

⑥ 위 sample을 magnetic stand에 10분간 부착 후, bead를 제외한 상층액을 버린다.

⑦ 2ml의 washing solution을 첨가 후 상온에서 30초간 반응한다.

⑧ 위 washing solution을 제거하기 위해 magnetic stand에 부착 후 bead를 제외한 상층액을 버린다.

⑨ 7~8 과정을 2번 반복한다.

⑩ bead가 완전히 마를 때까지 건조시킨다.

⑪ 30ul의 elution buffer를 넣고 bead가 잘 풀리도록 섞어준 뒤 magnetic stand에 부착한다.

⑫ 약 5분간 부착한 뒤 용리된 sample을 새로운 1.5ml의 tube에 옮긴다.



방법 2_QIAamp MiniElute ccfDNA Mini Kit

① 15ml tube에 plasma 1ml과 magnetic bead suspension 30ul와 proteinase 

K 55ul 그리고 Bead Bing Buffer (BBB) 150ul 를 섞은 후 상온에서 rotator

로 10분간 반응한다.(shaking (slow speed) end-over-end)400ul의 plasma 

lysis buffer(PLB)와 10ul의 proteinaseK를 넣는다.

② 반응이 끝난 후 200xg 30초간 원심분리를 진행한다.

③ Magnetic rack에 최소 1분이상 부착시킨 후 solution이 clear 해지면

supernatant 제거한다.

④ Magnetic rack에서 tube를 빼서 Bead Elution Buffer 200ul를 넣고 vortex

후 Bead Elution Tube로 옮겨 담아 상온에서 300rpm으로 5분간

microcentrifuge tube shaker에서 반응한다. (shaking-Thermomixer®사용)

⑤ Magnetic rack에 부착해 solution이 clear해질 때까지 최소 1분이상둔다.

⑥ Supernatant를 new Bead Elution Tube로 옮겨 300ul Buffer ACB를 첨가 후

vortex로 잘 섞는다.

⑦ QIAamp UCP MiniElute column에 6000xg에서 1분간 원심분리를 진행한다.

⑧ Column에 Buffer ACW2 500ul를 넣고 다시 6000xg에서 1분간 원심분리를

진행한다.

⑨ Full speed (20000xg)에서 빈 column을 3분간 원심분리 진행한다.

⑩ column을 clean 1.5ml elution tube로 옮겨서 뚜겅을 열고 microcentrifuge

tube shaker 에서 56℃에서 3분간 건조한다. 

⑪ Ultra-clean water 20~80ul를 column에 넣고 3~5분정도 incubation 후 Full 

speed (20000xg) 에서 1분간 원심분리해서 elution진행한다.





검사항목 검사기관

bTMB 서울아산병원 Lab

Exosome PDL1(ELISA, exosome purification kit) 프리즘씨디엑스

Plasma cytokine (ELISA) 프리즘씨디엑스

Immune cell profiling (CYTOP) 프리즘씨디엑스

NK cell activity(서울아산병원만 수집) NKMax

CTC(화순전남대병원만 수집) 화순전남대병원 Lab



• Stage IIIB ~ IV, recurrent NSCLC

• 1–2 prior lines of 

chemo including at 

least 1 platinum based

• Any PD-L1 status

• Treated, asymptomatic CNS 

metastases permitted

Atezolizumab 1200 mg q 3w 
(n= 100)

Until loss of 
clinical benefit

▪ Mandatory: bTMB (at baseline & after cycle 3) +/- serial plasma

baseline cycle 1 cycle 2 cycle 3 cycle 4 …
EOT

bTMB X X

Plasma + PBMC X X X

Local lab for IO X X X X X X

Whole blood (10cc) -

option
X X

AMC

(total 20cc)

CNUHH

(total 10cc)

CT restaging

*Sampling should be performed before atezolizumab administration in each cycle. The sample at cycle 4 can be taken at CT restaging day.



No. Site name 
Baseline C4 EOT 

합계 
Pass Check Fail Pass Check Fail Pass Check Fail 

1 화순전남대병원 25 3 2 11 3 0 12 1 0 57 

2 충남대병원 6 1 3 3 2 0 2 1 1 19 

3 양산부산대병원 6 2 1 1 0 1 3 0 1 15 

4 서울아산병원 23 11 4 6 4 3 17 1 0 69 

5 고대구로병원 9 0 0 2 0 0 3 0 0 14 

6 칠곡경북대병원 2 1 1 0 0 1 0 0 0 5 

합계 71 18 11 23 9 5 37 3 2 179 

 

  cfDNA QC 결과 
합계 

차수 시점 Pass Check Fail 

1 2020-07-15 13 (54.2%) 8  (33.3%) 3  (12.5%) 24 

2 2020-12-09 35 (57.4%) 14 (23.0%) 12 (19.7%) 61 

3 2021-06-15 6  (85.7%) 0  (0.0%) 1  (14.3%) 7 

4 2021-07-21 30 (85.7%) 5  (14.3%) 0  (0.0%) 35 

5 2021-08-03 47 (90.4%) 3  (5.8%) 2  (3.8%) 52 

합계 131(73.2%) 30 (16.8%) 18 (10.1%) 179 

*Amount(ng): Pass > 20, Check 10~20, Fail <10 

*1 차: 화순전남대병원 & 서울아산병원에서 직접 추출함. 

*2 차: 6 개 기관에서 직접 추출 

*3 차~5 차: 화순전남대병원은 4 개 기관(충남대병원, 양산부산대병원, 고대구로병원, 

칠곡경북대병원)의 검체까지 cfDNA 추출하고, 서울아산병원은 기관에서 직접 추출함. 

(Qiagen Kit 공급 및 2 차 cfDNA QC 결과 등으로 고려하여 변경함) 

 



5. Results







Objectives and Study Design

• Stage IIIB or IV NSCLC

• 1–2 prior lines of 

chemo including at 

least 1 platinum-based

• Any PD-L1 status

• Treated, asymptomatic 

CNS metastases permitted

Atezolizumab 1200 mg q 3w 
(n= 100)

Until loss of 
clinical 
benefit

▪ Mandatory: bTMB (at baseline & post-9 week), serial serum (every cycles)

▪ Optional: tissue TMB & PDL1 IHC (at baseline), bTMB (at EOT)

Primary study objective: 

• ORR (RECIST v1.1) in bTMB-high and low population

Secondary study objectives: 

• PFS, OS, DoR and CBR in ITT and subgroups [TMB, PD-L1, NLR/PLR]

• Safety

C0 C4



Study Population
NSCLC patients (n=100, ITT, SEP)

C0: 100 cfDNA samples

C0: 100 buffy coat samples

C4/EOT: 79 cfDNA sample

NGS

QC failed sample (C0, n=11; C4/EOT, n=7)

Response NE group (n=3)

cfDNA samples (n=86, cfDNA BEP)

ctDNA negative samples (n=22)

ctDNA positive samples (n=64, ctDNA BEP)

VAFSD
C0: 53 ctDNA samples

C0 & C4: 37 ctDNA

samples

hVAF
C0: 64 ctDNA samples

C0 & C4: 48 ctDNA

samples

Mutation Profile
C0: 64 ctDNA samples

C0 & C4: 48 ctDNA

samples

ctDNA Positive: cfDNA sample with somatic 

mutation detected by NGS analysis

Blood TMB
C0: 64 ctDNA samples

C0 & C4: 48 ctDNA

samples

cfDNA concentration
C0: 86 cfDNA samples

C0 & C4: 64 cfDNA

samples
ITT, intention-to-treat (6 centers in Korea)

SEP, safety-evaluable population

BEP, biomarker-evaluable population

Highest VAF (variant allele frequency) Standard deviation of VAF



11, 73%

2, 14%

2, 13%

SP142 TC

0% 1-4% >=5%

Baseline Characteristics

Characteristic No. of Patients, n=100

Age (years, median, range) 65.0 (42-82)

Sex : Male / Female 84 / 16

ECOG PS : 0 /1 / 2 7 / 92 / 1

Smoking : Never / Ex / Current smoker 21 / 66 /13

Pack-years (median, range) 40.0 (1-100)

Histology

Squamous cell carcinoma 39

Adenocarcinoma 52

NSCLC, NOS 7

Others a 2

Clinical stage (TNM 8th)

IIIB/ IIIC 5 / 3

IVA/ IVB 51 / 39

Recurrence 2

11, 
14%

69, 
86%

Positive   Wild type

EGFR (n=80)

3

2 2

1 1 1 1

0

1

2

3

4

1, 1%

73, 99%

  Positive   Negative

PD-L1(n=95)

24, 36%

17, 25%

26, 39%

22C3

0% 1-49% >=50%

27, 32%

28, 33%

29, 35%

SP263

0% 1-49% >=50%

12, 80%

3, 20%

0, 0%

SP142 IC

0% 1-4% >=5%

ALK (n=74)



Efficacy of 2L+ Atezolizumab

Characteristic No. of Patients, n=100

Atezolizumab cycles (median, range) 3 (1-32)

Reason for cessation of treatment

Progression 64

Adverse events 9

Withdrawal of consent 6

Others 21

Best response

CR / PR / SD(≥24wk) / SD(<24wk) / PD 0 / 10 / 15 / 18 / 54

NE 3

Objective response rate, % 10

Durable clinical benefit, % 25

Follow-up duration, mon (median, 95% CI) 12.3 (10.0-14.6)

PFS, mon (median, 95% CI) 2.1 (1.6-3.0)

DoR, mon (median, 95% CI) Not reached

OS, mon (median, 95% CI) 13.1 (10.1-16.2)



67 yo male

20 PYS, Ex-smoker

pADC, G2

EGFR/ALK(-/-)

PDL1[22C3]:100%, 

[SP263](2+,70%), 

[SP142]:TC0%, IC15%

Atezolizumab 3x After C22 on 2021-03-09

ADC

EGFR/ALK/ROS1(-/-/-)

PDL1[22C3]:90%, 

[SP263](3+,50%)
2019-12-04 2020-02-15



Atezolizumab 1x

2020-03-20 2020-06-05

64 yo male

90 PYS, Ex-smoker

ADC, G1

EGFR/ALK/ROS1(-/-/-)

PDL1: NA



2L+ Atezolizumab and blood TMB 
• NGS panel : CT-ULTRA (cfDNA > 10ng) 

• bTMB = Whole exonic variations / Mb   

• Whole exonic variations = synonymous + non-synonymous

f
g

h

i



2L+ Atezolizumab and cfDNA concentration
e

g

h

f
• Surrogate for tumor burden  



2L+ Atezolizumab and ctDNA hVAF
• hVAF (highest VAF) = VAF of the alteration with highest value

• Surrogate for tumor burden  

gf

h

i



2L+ Atezolizumab and ctDNA VAFSD 
• VAFSD (standard deviation of VAF) 

= square root of variance of VAFs for alterations in each ctDNA

• Surrogate for intratumoral heterogeneity (ITH)  

f g

h

i



Mutation Profiling according to CBR 

DCB NDB



Multivariate Analysis for PFS and OS 

PFS – multivariate   

Score 

group

bTMB C0 to C4 cfDNA C0 (ng/mL)

HR (95% CI) PDec or 

NC(0)
Inc(1) <8.6(0) ≥8.6(1)

A(0) 0 0 1 (ref)

<0.001
B(1)

1 0 3.28

(1.37-7.87)0 1

C(2) 1 1
8.98 

(2.73-29.56)

OS – multivariate   

Score 

group

cfDNA C0 (ng/mL) VAFSD C0
HR (95% CI) P

<8.6(0) ≥8.6(1) <0.014(0) ≥0.014(1)

A(0) 0 0 1 (ref)

0.053
B(1)

1 0 1.75

(0.56-5.50)0 1

C(2) 1 1
3.67

(1.13-11.88)



Summary & Conclusion 

• In previously treated advanced NSCLC, the baseline levels and dynamic change in blood-

based biomarkers could predict the favorable treatment efficacy of atezolizumab

➢ Low C4/C0 bTMB ratio (DCB, PFS)

➢ Low C0 cfDNA concentration (DCB, PFS, OS), Low C4/C0 cfDNA concentration ratio (DCB)

➢ Low C0 hVAF (DCB, OS), Low C4/C0 hVAF ratio (DCB, PFS) 

➢ Low C0 VAFSD (DCB, OS), Low C4/C0 VAFSD ratio (DCB, PFS) 

• ctDNA-based biomarkers are easily-accessible by using validated NGS panel for NSCLC

• Comprehensive analysis of blood-based biomarkers could aid in identifying NSCLC 

patients who would benefit from ICI in the initial phase of treatment 



Milestone Actual date 비고

계획서 개발 완료 2019-03-08 ~ 2019-05-31 약 3개월

연구자 미팅 2019-07-29 장소: 서울아산병원

화순전남대병원 신규과제 제출 및 승인 2019-07-26 ~ 

서울아산병원 신규과제 제출 및 승인 2019-07-30

그 외 4개 기관 신규과제 제출 및 승인 2019-08-21 ~ 2019-08-26

Trial registration 2019-08-16 ~ 2019-10-22 CRIS No.: KCT0004363

임상연구 보험 가입 2019-12-12 중재연구로 인해 가입

전체 기관 요양급여 적용결정 승인 2019-12-09 ~ 2020-01-13

전체 기관 개시미팅 2019-12-18 ~ 2020-03-23

첫 대상자 등록(FPI) 2019-12-18

마지막 대상자 등록(LPI) 2021-04-26 등록기간 약 16개월

추적기간 2021-10-29 LPI으로부터 약 6개월

Data cut off 2021-10-29

Data review 및 query 2021-11-01 ~ 2021-11-30

eCRF PI’s signature 2021-12-01

Data lock 2021-12-02

연구자 미팅 2022-02-18 화상회의

Manuscript 2022-10-26
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