TEST IHC DEVELOPPE
EN LABORATOIRE POUR

LANTICORPS ANTI-PD-L1
22C3 SUR LEICA BOND III

Ce protocole a été développé en utilisant des blocs de tissus fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE). Il a été optimisé en
ajustant les parametres suivants : (1) Démasquage des épitopes ; (2) Dilution / concentration de I'anticorps primaire utilisé ;
(3) Temps et température d’incubation de I'anticorps primaire ; (4) Systeme de détection ; (5) Systeme de révélation / chromogene'

Les différentes étapes de validation de ce protocole ont été réalisées sur TMA (Tissue MicroArray).

Des coupes en série (4 um) ont été effectuées puis montées sur des lames FLEX (Dako K8020), séchées pendant
une nuit a température ambiante et chauffées pendant 1h a 60°C immédiatement avant 'immunohistochimie (IHC).
Les lames ont ensuite été colorées sur Leica Bond Ill en utilisant les procédures suivantes :

Solution de démasquage Epitope Retrieval Solution 2, pH 9,0 (Leica AR9640). Incubation pendant 30 min a 100°C.

Forme concentrée du clone 22C3 (Dako M3653) diluée au 1:20 dans une solution de diluant EnVision™ FLEX
Antibody Diluent (Dako K8006).

Incubation pendant 60 min a température ambiante.

Systéme de détection Bond Polymer Refine Detection (Leica DS9800). Incubation pendant 20 min en présence de
Post Primary IgG Linker et pendant 20 min en présence de polymeére a température ambiante.

Systeme de détection Bond Polymer Refine Detection (Leica DS9800). Incubation pendant 8 min & température
ambiante.
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Les protocoles disponibles dans cet outil ne sont pas exhaustifs. Les tests développés dans le laboratoire ou « tests maison » doivent étre validés en
comparaison a un test ou kit de référence. Leur calibration doit faire I'objet d’une attention particuliere.
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