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REVIEW OF CURRENT METHODS  
FOR OBTAINING MONOCLONAL ANTIBODIES  
FOR DIAGNOSTIC USE 

ABSTRACT

Antibodies are indispensable tools for studying and characterizing molecules, 
and understanding biological mechanisms. Hybridoma technology, developed 
by Köhler and Milstein, revolutionized study and analysis methods by providing 
reproducible, high-performance monoclonal antibodies. Initially used for 
diagnostic purposes, their therapeutic use was rapidly established, fostering 
technological innovation in their production. Created following immunization of 
rodents, they rapidly evolved to generate human monoclonal antibodies, which 
are often more specific. Phage display technology and the creation of recombinant 
antibodies have extended the range of antibody sources, both in terms of species 
and format. At the same time, new chemical molecules such as quantum dots are 
opening up new imaging possibilities. Finally, genome-editing tools have made 
it possible to improve the functionality of already well-characterized monoclonal 
antibodies while guaranteeing their specificity, without modifying existing 
production tools.
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RÉSUMÉ

Les anticorps sont des outils indispensables pour l’étude, la caractérisation de 
molécules et la compréhension de mécanismes biologiques. La technologie des 
hybridomes, mise au point par Köhler et Milstein, a révolutionné les méthodes 
d’étude et d’analyse en permettant de disposer d’anticorps monoclonaux 
reproductibles et performants. Initialement utilisés pour le diagnostic, leur usage 
thérapeutique a rapidement été mis en place, favorisant l'innovation technologique 
dans leur obtention. Créés à la suite d’une immunisation de rongeurs, ils ont 
rapidement évolué pour générer des anticorps monoclonaux humains, souvent plus 
spécifiques. La technologie du phage display et la création d’anticorps recombinants 
ont permis d’étendre les possibilités de sources d’anticorps, aussi bien en termes 
d’espèces que de formats. Parallèlement, de nouvelles molécules chimiques telles 
que les quantum dots offrent de nouvelles possibilités pour l’imagerie. Enfin, les 
outils d’édition du génome permettent d’améliorer la fonctionnalité des anticorps 
monoclonaux déjà bien caractérisés tout en garantissant leurs spécificités, sans 
modifier les outils de production déjà en place.

MOTS CLÉS 

Anticorps monoclonal, Anticorps recombinant.
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Les anticorps, des outils pour le diagnostic
Les anticorps monoclonaux ont une histoire riche qui est marquée par des 
avancées scientifiques et médicales importantes (Figure 1). La notion d’anticorps 
apparaît pour la première fois avec les travaux de E. Von Behring et S. Kitasato à 
la fin du 19e siècle. Ceux-ci ont permis la découverte de sérums issus d’animaux 
immunisés contre des toxines, pouvant ainsi apporter une immunité à d’autres 
animaux [1, 2]. En 1945, la première application des anticorps comme réactifs 
pour détecter les réactions d’agglutination faible et la mise en évidence des 
antigènes Rh est décrite par R. Coombs et ses collègues [3]. Il faut attendre le 
début des années 1960 pour connaître la structure de ces molécules, grâce aux 
travaux d’Edelman et de Porter. Ces recherches ont établi les fondations de la 
compréhension de leurs fonctions et de leurs diversités. En 1959, Rodney R. Porter 
propose alors les concepts de structure d’anticorps basés sur ses études utilisant 
des enzymes protéolytiques pour cliver les anticorps en fragments [4]. Il identifie 
ainsi deux régions distinctes : la région responsable de la fixation de l’antigène 
(antigen-binding fragment – Fab) et un fragment cristallisable (Fc) qui permet 
de médier des fonctions effectrices comme l’activation du complément ou la 
fixation aux récepteurs Fc sur les cellules immunitaires. Parallèlement aux travaux 
de Porter, Edelman et ses collègues ont publié une série de travaux décrivant 
la structure primaire des anticorps, incluant les séquences d’acides aminés des 
chaînes lourdes et légères, ainsi que les liaisons disulfures intra- et inter-chaines 
qui permettent la stabilisation de la structure tertiaire [5–8]. La première structure 
tridimensionnelle d’un anticorps sera publiée par Silverton et al. en 1977 [9].

En 1975, G. Köhler et C. Milstein publient une méthode qui va révolutionner 
l’usage des anticorps. Ils y décrivent la technologie des hybridomes, qui pose les 
bases de la production d’anticorps monoclonaux [10]. Grâce à cette technique, 
une cellule B sécrétrice d’anticorps peut être fusionnée avec une cellule tumorale 
immortelle pour créer une cellule hybride capable de produire un type d’anticorps 
unique de façon illimitée. Cette technologie a rapidement été adoptée par les 
laboratoires pour remplacer les anticorps polyclonaux, majoritairement issus 
d’espèces animales.

En 1977, Steinitz et al. publient la méthode de transformation des cellules B par 
le virus d’Epstein-Barr pour l’établissement de lignées sécrétrices d’anticorps 
[11]. Par la suite, la technique a été améliorée en fusionnant ces cellules avec un 
myélome murin afin de garantir une stabilité de sécrétion plus constante au cours 
du temps [12].

En 1991, Greg Winter et son équipe publient la technologie du phage display 
qui permet d’associer l’information génétique codant pour une protéine, son 
expression protéique, et une méthode de sélection pour sélectionner/isoler des 
molécules d’intérêt. Cette méthode a ainsi proposé une alternative majeure pour 
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l’obtention d’anticorps monoclonaux et a ouvert la voie aux développements des 
anticorps recombinants comme cela sera développé un peu plus loin dans cet 
article [13,14]. 

Par la suite, des techniques d’isolation de cellules sont apparues, d’abord en 
remplacement des dilutions limites pour isoler les cellules sécrétrices d’intérêt. En 
combinant ces techniques de « single cell » avec les outils modernes de biologie 
moléculaire, notamment avec les techniques de séquençage à haut débit, 
plusieurs équipes ont publié des méthodes permettant d’isoler les séquences 
codantes pour les immunoglobulines d’une cellule unique. En conservant le 
couple chaîne lourde / chaîne légère, l’établissement de lignées productrices 
d’anticorps recombinants fonctionnels est ainsi grandement accélérée. Ces 
approches permettent en outre de ne sélectionner que les cellules B productrices 
d’anticorps d’intérêt, augmentant ainsi les chances d’obtenir un anticorps 
monoclonal de grande valeur. Même si ces différentes technologies ont d’abord 
été développées pour l’obtention de nouveaux anticorps thérapeutiques, les 
applications diagnostiques bénéficient de ces progrès.

Le choix d’anticorps
Les anticorps qui composent les réactifs utilisés en immunohistochimie sont le plus 
souvent de type IgG ou des fragments issus d’anticorps de type IgG. Ils peuvent 
être regroupés en trois grandes familles en fonction de la technologie d’obtention 
(Figure 2). Tout d’abord, les anticorps polyclonaux issus de l’immunisation 
d’animaux type lagomorphe sont peu onéreux. Ils sont généralement faciles 
à obtenir ou à produire, mais des variations de spécificité entre les lots 
sont fréquentes. Cela induit de potentiels problèmes de reproductibilité et 
des étapes de validation indispensables avant leurs utilisations en routine.  

Figure 1 : Les grandes découvertes pour l’utilisation des anticorps comme outils diagnostiques.
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Figure 2 : Les diffé-
rents types d’anticorps, 
leurs avantages et leurs 
usages comme outils. 

A. Les anticorps peuvent 
être issus de différentes 
espèces animales et 3 
isotypes d’immunoglo-
bulines sont retrouvés 
dans les réactifs. 

B. Qu’ils soient issus 
d’hybridomes, recombi-
nants, issus de « phage 
display » et de « reverse 
engineering », le choix 
de l’application finale 
doit être le fil rouge pour 
sélectionner l’anticorps 
le plus performant. Illus-
tration créée à l’aide de 
Biorender.

Les anticorps monoclonaux, bien que plus coûteux, offrent des avantages tant en 
termes de disponibilité, de spécificité et de reproductibilité. Enfin, les anticorps 
recombinants regroupent l’ensemble des anticorps et fragments d’anticorps de 
nouvelle génération. Leurs prix d’achat, généralement supérieurs à ceux des 
anticorps monoclonaux, se justifient par une reproductibilité optimale entre les 
lots, une possibilité de personnalisation quasi infinie, comme par exemple pour 
disposer de différents isotypes de chaîne lourde et / ou d’espèces pour un même 
Fab. Bien qu’initialement développés pour des applications thérapeutiques, 
plusieurs fabricants de réactifs les proposent en mettant en avant la possibilité de 
disposer d’anticorps avec une région Fc mutée pour des utilisations facilitées en 
cytométrie. D’autres fournisseurs soulignent une production plus respectueuse 
des conditions animales avec la possibilité d’utiliser des produits « animal-free ».
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De l’anticorps au réactif
L’utilisation d’un anticorps en tant que réactif est le résultat d’un long processus 
(Figure 3). Il est naturellement nécessaire de disposer de l’antigène pour pouvoir 
immuniser un individu, et / ou pour mettre au point un criblage performant afin 
d’isoler les hybridomes d’intérêt. L’obtention de lignées sécrétrices et stables 
peut être assez longue, généralement de 3 à 9 mois en fonction de l’espèce 
productrice, et aboutit à deux étapes qui sont souvent concomitantes. D’une part 
la caractérisation de l’anticorps ; et d’autre part, la production de lots pilotes. 
La caractérisation de l’anticorps permet de définir son isotype, son affinité pour 
son antigène cible et de contrôler sa spécificité. Même si l’usage est défini au 
moment de l’initialisation du projet, il est recommandé d’éprouver l’anticorps 
dans d’autres techniques pour étendre son champ d’application, ou de le valoriser 
au travers de cession ou de licence. L’étape de production permet d’obtenir des 
caractéristiques de base de l’hybridome, ou de la lignée sécrétrice dans le cas 
d’anticorps recombinants. Les lots pilotes permettent également de valider les 
méthodes de production et les coûts afférents. Ces matières premières produites 
vont ensuite être utilisées pour l’étape de formulation. Dans le cas de réactifs 
d’immunohistochimie, les procédés sont relativement standards d’un anticorps 
à l’autre, et cette phase se résume souvent en des étapes de purification puis 
validation du tampon de conservation via des études de stabilité. La phase 
d’industrialisation est généralement un « scale-up » des lots pilotes, avec des 
outils de production déjà présents. Si la destination du réactif est un dispositif 
médical de diagnostic in vitro (IVDR), son marquage CE (Conformité Européenne) 
est nécessaire. Cette étape documentaire et /ou réglementaire importante doit 
être effectuée avant la cession du réactif. 

Figure 3 : Les grandes étapes du développement d’un réactif à base d’anticorps.
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Tout produit est commercialisé avec une notice qui donne des indications sur 
l’anticorps présent. Généralement, outre l’espèce d’obtention et les indications 
de conservation et d’utilisation du produit, l’immunogène est indiqué. 
Malheureusement, les informations fournies ne permettent pas de connaitre 
précisément l’antigène reconnu. Or, dans le cas d’anticorps monoclonaux 
ou recombinants, un seul épitope est reconnu, qui peut être linéaire ou 
conformationnel, masqué ou accessible, labile, flexible ou dénaturé. Aucune 
information n’est généralement donnée sur le mode de criblage qui a permis 
d’isoler le clone sécréteur. Tout ceci explique qu’un certain nombre de réactifs 
ne permettent pas d’obtenir des résultats interprétables. En effet, la méthode 
de criblage influence directement le choix des anticorps et des lignées qui vont 
être conservées lors du processus de stabilisation et de génération des banques 
cellulaires. La méthode de criblage doit donc être en adéquation avec l’emploi 
final de l’anticorps pour garantir des performances optimales pour l’usage prévu.

Hybridome, une technologie historique et robuste
La technologie des hybridomes reste une technique largement employée 
pour l’obtention d’anticorps monoclonaux et la fabrication de réactifs. Elle est 
robuste, simple à mettre en place et ne nécessite pas d’investissements matériels 
coûteux. L’étape-clé de fusion cellulaire peut être réalisée au moyen de produits 
chimiques tels que le polyéthylène glycol (PEG), ou par choc électrique (Figure 4).  

Figure 4 : Principe du développement d’anticorps par la technologie de fusion cellulaire. 
Illustration créée à l’aide de Biorender.
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Cette méthode est notamment employée lors de l’automatisation de la génération 
d’hybridomes. La majeure partie de l’optimisation de la technologie a porté sur les 
méthodes de sélection des hybridomes d’intérêt. Des automates de distribution 
ont pu être proposés pour la réalisation des dilutions limites couplée à des 
systèmes optiques pour l’identification des colonies. Des milieux semi-solides ont 
été développés pour isoler plus aisément des clones uniques. Plus récemment, 
des systèmes de tri cellulaire sont utilisés à l’aide d’antigènes fluorescents pour 
isoler les cellules sécrétrices d’intérêt.

Le phage display, première rupture technologique
Décrite dans les années 1980, la technologie du phage display retrouve un regain 
d’intérêt particulier depuis ces 5 dernières années. Cette technologie repose 
sur l’expression de fragments d’anticorps à la surface de phage (Figure 5) [15].  

Figure 5 : A. Construction d’une librairie à partir des séquences VDJ et VJ issues de 
lymphocytes B pour l’expression d’un ScFv à la surface d’un bacteriophage. 
B. Processus de sélection des bactériophages exprimant les ScFv les plus affins pour l’antigène cible. 
C. Technique de cell-display. Illustrations créées à l’aide de Biorender.
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Les gènes codant pour les régions variables des chaînes légères (VL) et lourdes (VH) 
des immunoglobulines sont amplifiés. Leurs associations aléatoires forment des 
combinaisons VH-VL, encore appelées librairies, qui permettent de reconstituer 
une diversité similaire au répertoire d’anticorps produits par les organismes. Ces 
librairies peuvent être naïves ou bien réalisées à partir d’individus déjà immunisés 
et de n’importe quelle espèce. Le format d’expression de l’anticorps le plus 
courant dans cette technologie est le ScFv (fragments variables simple chaîne), 
où les séquences variables des deux chaînes sont associées au moyen d’un linker. 
Pour permettre de sélectionner les combinaisons les plus efficaces, les ScFv sont 
fusionnés à la protéine pIII du phage afin de permettre leur présentation. Après 
plusieurs cycles d’infection de bactérie / sélection de phage, cette méthode permet 
d’isoler rapidement des couples VH-VL avec une bonne affinité pour l’antigène 
cible. La méthodologie a été transposée avec différents systèmes, allant de la 
levure (Yeast display) à la cellule eucaryote (Cell display). Cette dernière technique 
offre l’avantage de pouvoir utiliser le format complet des immunoglobulines et de 
disposer d’anticorps glycosylés. De plus, il est possible de s’affranchir des étapes 
de sous-clonage pour pouvoir produire en grande quantité les anticorps isolés 
afin de les caractériser. En contrepartie, le développement de nouveaux anticorps 
est plus long que pour le phage display.

La stratégie single cell au service des anticorps
L’émergence des techniques de single cell, couplée à la puissance des 
séquençages haut débit, offre une nouvelle possibilité pour l’identification de 
nouveaux anticorps d’intérêt [16–20]. Dans ces approches, les cellules B sécrétrices 
d’anticorps sont isolées et encapsulées avec tous les réactifs permettant de réaliser 
une RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) pour amplifier 
les gènes d’immunoglobulines exprimés. Un tri peut être associé en amont 
pour favoriser les cellules sécrétrices d’anticorps d’intérêt. A l’issue des étapes 
de séquençage, une synthèse de gènes permet de faire exprimer les anticorps 
identifiés pour valider leurs propriétés en termes de spécificité et d’affinité pour 
l’antigène cible (Figure 6).

Utilisation de la technologie CRISPR appliquée aux anticorps
Les dernières technologies d’édition du génome, et particulièrement le 
système CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/
Cas9, ont également un impact sur la génération d’anticorps (Figure 7). En 
premier lieu, les méthodes de criblage et de caractérisation ont bénéficié 
de ces avancées par l’obtention de façon aisée de lignées KO (knock-out) 
pour les antigènes d’intérêt [21]. Ensuite, il est maintenant possible de 
modifier les caractéristiques d’un anticorps sans devoir sous-cloner les gènes 
codant pour le paratope, la partie de l’anticorps qui interagit avec l’antigène.  
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Figure 6 : Principe d’isolement des cellules sécrétrices d’anticorps pour le single cell. 
Illustration créée à l’aide de Biorender.

Figure 7 : Application des outils CRISPR pour la modification d’anticorps ou l’amélioration de 
leurs productions. Illustration créée à l’aide de Biorender.



182

Revue Française d’HistoTechnologie 2025 - Vol. 37 - n°1

Il est ainsi possible de changer l’isotype de la chaîne lourde, de changer 
d’espèce, ou fusionner la partie c-terminale de l’immunoglobuline pour la rendre 
fluorescente [22–28]. Enfin, la cellule sécrétrice peut également être améliorée 
pour augmenter le taux de sécrétion de manière directe ou indirecte en modifiant 
des gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire.

L’Intelligence Artificielle pour la génération d’anticorps
L’essor du développement de l’intelligence artificielle influence également 
la génération des anticorps [29–35]. En s’appuyant sur les structures 
cristallographiques des anticorps et des antigènes disponibles, et sur des bases 
de données contenant un large répertoire de séquences d’anticorps, plusieurs 
équipes travaillent à prédire les réarrangements de séquences capables de former 
un complexe avec les antigènes cibles (Figure 8). Les meilleures associations 
sont par la suite synthétisées pour valider in vitro les données obtenues in silico.  
De nombreux logiciels informatiques sont régulièrement proposés pour réaliser 
ce travail, la plupart s’appuyant sur le repliement des CDR (Région Déterminante 
de Complémentarité, impliquées dans la reconnaissance de l’antigène) de chaque 
chaîne séparément avant de les associer pour les présenter à l’antigène cible. 

Figure 8 : Utilisation de l’intelligence artificielle pour le développement / l’optimisation 
d’anticorps. Illustration créée à l’aide de Biorender.
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L’aspect dynamique de la reconnaissance antigène-anticorps n’est pas encore bien 
pris en compte dans ces développements et l’utilisation de plus en plus fréquente 
de l’intelligence artificielle dans nos métiers devrait permettre d’apporter cette 
dimension indispensable pour améliorer les prédictions [34, 36–38]. 

La rétro-ingénierie, la future technologie de génération d’anticorps
La prochaine révolution pour la génération des anticorps est certainement la 
technique de "reverse engineering" ou rétro-ingénierie, aussi connue sous le 
nom d'ingénierie inversée. Basée sur le séquençage par spectrométrie de masse, 
la séquence des acides aminés constituant les immunoglobulines est directement 
disponible, permettant ainsi de déduire les séquences nucléotidiques pour 
l’expression d’anticorps recombinants. La contrainte actuelle de la technologie 
est le taux de pureté de l’anticorps à séquencer et / ou sa représentativité dans 
un mélange complexe [39–41]. Néanmoins, Wang et al. ont publié récemment 
la détermination des séquences en acides aminés d’anticorps anti-PF4 VITT 
par spectrométrie de masse, issus de sérums de patients [42]. Pour cela, ils ont 
immuno-purifié les anticorps d’intérêt à l’aide de l’antigène couplé à des billes 
pour éliminer le bruit de fond, puis après séparation des chaînes lourdes et 
légères, ils les ont séquencées. Pour les différents prélèvements issus de patients 
différents, ils ont mis en évidence jusqu’à 4 chaînes lourdes différentes et 5 chaînes 
légères. Très intéressante pour l’obtention d’anticorps rares d’intérêt médical, 
cette technologie offre pour la première fois aux laboratoires la possibilité de 
copier un anticorps monoclonal disponible sur le marché.

CONCLUSION

Pour conclure, les techniques de développement d’anticorps monoclonaux ont 
évolué grâce aux besoins d’identification de nouveaux médicaments et aux 
avancées des immunothérapies. Le choix d’une méthode repose plus sur les 
moyens disponibles pour l’obtention d’une lignée sécrétrice. Quelle que soit la 
technologie retenue, le mode de criblage est essentiel à la réussite d’un projet 
de développement d’anticorps, quel que soit l’usage recherché. Cette étape de 
sélection définissant indirectement les propriétés du futur produit.
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