
Monoclonal antibodies (mAbs) 



mAbs = insieme di anticorpi identici fra loro in 
quanto prodotti da un solo tipo di cellule B  

(cloni cellulari) 



Use of monoclonal antibodies (mAbs) 

•  Diagnostics: quantitation of antigens relevant to diseases 
(hormones, microbial antigens, toxins, etc…), quantitation of cell 
subsets, identification of pathological tissues, cells, etc… 

•  Laboratory reagents: immuno-isolation, -fractionation, -
precipitation, -identification, -purification etc… of cells, 
organelles or any cellular component or molecule 

•  Therapeutics: targeting of drugs to cells to be killed (tumors, 
virus-infected cells, autoreactive lymphocytes, etc…), targeting 
of receptors to be blocked or stimulated 

 
•  Other  
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FUSION 

Myeloma cells 



HGPRT+, TK+ HGPRT-, TK- 

HGPRT+, TK+ 

HAT growth medium 
(only HGPRT+,TK+ cells grow) 

Myeloma cells, mutant: no Ab production B cells, spontaneous cell  
death in culture 

HGPRT: Hypoxanthine Guanine PhosphoRibosyl Transferase 
TK:  Thymidine Kinase 
HAT:  Hypoxanthine, Aminopterin, Thymidine 
 
Le cellule di mieloma (TK-/HGPRT-) non secernono Ac e muoiono in HAT medium, 
perché mancano del gene funzionale (presente nelle cellule normali) richiesto per la 
sintesi di DNA nel terreno HAT.  

+ 

SELECTION MEDIUM 



Principi della selezione mediante HAT      
 

In condizioni normali, le cellule sintetizzano i nucleotidi purinici e 
timidilato (componenti indispensabili per la sintesi del DNA) a partire da 
fosforibosilpirofosfato e uridilato; ma il trattamento con farmaci anti-folato 
quali l’aminopterina inibisce tale sintesi secondo il pathway normale, 
obbligando le cellule stesse ad usare un pathway alternativo.  
 
Il pathway alternativo richiede (per la sintesi di purina e timidilato) 
l’apporto esogeno di ipoxantina e timidina, che infatti sono insieme all’ 
aminopterina i componenti del medium di selezione denominato HAT.  

normale alternativo 

purine e thymidylate	





Per sintetizzare –mediante ipoxantina e timidina- i sopracitati nucleotidi, 
 sono indispensabili i rispettivi enzimi  
-  ipoxantina-guanina fosforibosil-trasferasi (HGPRT) e  
-  timidina chinasi (TK)  
  normalmente presenti negli splenociti (e quindi negli ibridomi che ne 
derivano), ma che mancano appositamente nelle linee di mieloma usate 
come partner di fusione. 
 
Ne consegue che dopo la fusione solo gli ibridomi riescono a sopravvivere 
nel medium HAT. 
 

normale alternativo 

purine e thymidylate	







FUSIONE 

SELEZIONE 

CLONAGGIO 



Epitopi  

Isolamento 
degli 
splenociti  

Ab policlonali 

Linfociti B 

Cellule 
del 
mieloma 

Ibridomi 

Cloni  

Ab monoclonali 
prodotti dagli ibridomi 

Preparazione degli anticorpi monoclonali 

Non producenti Ab 

Fusione + selezione 



FUSION 

SELECTION 

CLONING 

EXPANSION 

PROPAGATION ascite 



Growth of mAbs-producing cells (hybridomas) 



mAbs production 





Major lymphocyte subsets 



Fluorochrome-conjugated antibodies 



Sistemi di screening  
 
 
1-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) diretto o 
sandwich 
 
2-RIA (Radio Immuno Assay) 
 
3-Immunoperossidasi (Ipx) 
 
4-Immunofluorescenza (IF) 
 
5-Analisi citofluorimetrica (Fluorescence Activated Cell Sorter: 
FACS) 
 
6-Immunoprecipitazione (IP) 
 
7-Western Blotting (WB) 



Fluorescence-Activated 
Cell Sorter (FACS) 



Immunofluorescence 



Immunohistochemistry 



Enzyme-Linked Immunoadsorbent Assay 
(ELISA) 



Protein quantitation by immunoblot (western blotting) 



RIS = RadioImmunoScintigrafia: recidiva tumore colon-retto 
individuato con mAb marcato con un isotopo radioattivo,  

diretto contro l’antigene carcinoembrionario (CEA) 

Iniezione endovena del mAb anti-CEA marcato con indio-111 

Regione pelvica 



Therapeutic mAbs 



Murine mAbs 
 
1) La somministrazione di immunoglobuline appartenenti a specie 
differenti induce nell'uomo una risposta immunitaria specifica 
denominata HAMA (Human Anti Mouse Antibodies), che può sia 
renderne inefficace l'azione che causare reazioni immunologiche anche 
gravi. 
 
2) L'emivita delle IgG murine è di circa 24 h, mentre quelle umane 
superano i 20 giorni.  
 
3) I mAbs murini hanno una limitata capacità di fissare il 
complemento e di interagire con cellule effettrici umane (inefficiente 
ADCC: citotossicità cellulare anticorpo mediata). 



Classes of monoclonal antibodies (mAbs) 

•  Murine mAbs: classically produced in mice, completely murine molecules 
•  Chimeric mAbs: variable regions (antigen binding) from murine mAbs 

fused to human constant regions. Resulting mAbs are 70% human. 
•  Humanized mAbs: murine antigen-binding sequences (CDR) grafted into 

human antibodies. Resulting mAbs are 90% human. 
•  Human mAbs: 100% human. 



V murino  
C umano 

V umano con CDR murino, C umano 

-eteroibridomi uomo-topo 
-EBV transformation 
-transgenic mice (expressing 
human Ig genes)  
-phage display library 



HumAbs 

+CD40  
system 



Therapeutic mAbs: enhancing effector functions 



Incremento delle  
funzioni effettrici 

mAbs che veicolano  
direttamente farmaci mAbs che veicolano  

indirettamente farmaci 

Therapeutic mAbs: oncotherapy 

ADEPT:Antibody 
Directed Enzyme/
Prodrug Therapy  



Trattamento dei tumori: 
Difficoltà: 
1.  Limitazione della penetrazione dell’anticorpo in una 

massa voluminosa 
2.  Legame alle cellule non tumorali 
3.  Anticorpi sono comunque  immunogenici e inducono 

una risposta anti-idiotipo 
 

(eg: CNS, testes) 



Therapeutic mAbs 

Rituximab  
chimeric 



Antigeni tumorali marcati con anticorpi monoclonali  
in trial terapeutici 

Rituxan, chimeric 

Campath, humanized 

Erbitux, chimeric / 
Vectibrix,human 
Simulect, chimeric / Zenapax, 
humanized 
Avastin, Humanized 



Tysabri 



FDA-approved mAbs for therapeutic use 

Suffisso: -omab (murino), -ximab (chimerico), -zumab (humanized), -umab (human)  



Campath 

Rituxan 

Xolair 

Remicade 
1998 

Humira 
2002 

Avastin 

Erbitux 

Herceptin 

Simulect 
Zenapax 

Mylotarg 

Theracim 

Synagis 
Reopro 

Enbrel 

Trade name 



11 

Rituximab, 
 chimeric 

Natalizumab, 
 humanized 



11.1 

Remicade,  
Enbrel 



FDA-approved mAbs for therapeutic use 
annual sales 

Million $ 


