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   IgG بادي مونوكلونال آنتي) افينيتي(ثابت تمايل  گيري اندازه

  ضد آنزيم الكالين فسفاتاز با استفاده از روش اليزا
  

  3زاده بهزاد مصباح -2هللا اكبر پورفتح دكتر علي - 2دكتر سيدمحمد مؤذني -1محسن ناصري
  

  چكيده
و بادي  آنتي رد تأثير بيولوژيكي مهمي در فعاليت آنژن در بسياري از موا آنتي بادي به آنتي افينيتي :زمينه و هدف

. و ايمونوهيستوشيمي دارد (RIA)همچنين در انجام سنجشهاي آزمايشگاهي ايمونولوژيكي مانند راديو ايمونواسي 
توليد شده  A1G8F7بادي مونوكلونال محصول كلون هيبريدوماي  آنتي مطالعه حاضر با هدف سنجش افينيتي

  . انجام گرديد (ALP) لكالين فسفاتازآنسبت به آنزيم 
بادي تاكنون ابداع  آنتي روشهاي متعددي براي تعيين افينيتي و آويديتي تجربي،در اين مطالعه  :روش بررسي

بادي با هم به تعادل برسند و آنگاه  آنتي ژن و آنتي در همه اين روشها از سيستمي استفاده شده كه در آن. اند شده
در اين . شود مي بادي سنجيده آنتي ژن همراه شده با آنتي ژن آزاد و آنتي مقادير ،الت تعادلبدون تغيير دادن ح

براي  - كند مي گيري اندازهبادي را در حالت محلول  آنتي افينيتيكه  -يك روش سريع اليزاي رقابتياز تحقيق 
  .شد استفاده A1G8F7ز كلون لكالين فسفاتاز توليد شده اآضد  IgGنوكلونال وبادي م آنتي سنجش ميل پيوندي

 Dissociation Constantبادي براي استفاده در اليزاي اختصاصي مرحله دوم تعيين  آنتي غلظت ثابت :ها يافته

(Kd)  به روش كلاتز، توسط يك اليزاي رقابتي برابرμg1 رسم نمودار كلاتز  با ؛دست آمده بKd  كلونA1G8F7 
  .تخمين زده شد 8/3×10- 9برابر 
 10-11الي  10-7ها بين  ژن آنتي بيشترهاي طبيعي بدن براي  بادي آنتي Kdكه  با توجه به اين :گيري هنتيج

بادي  آنتي ،بادي بيشتر خواهد بود آنتي كوچكتر باشد، افينيتي Kdاندازه چه كه هر  متغير است و با توجه به اين
 آزمايشهايعملاً در . رسد مي به نظر سنجشهاي ايمونولوژيكي مناسب بيشتربراي  A1G8F7ترشحي از كلون 

انجام  -در لايه سوم ALPهمراه با آنزيم  -بادي مونوكلونال آنتي ايمونوسيتوشيمي و ايمونوهيستوشيمي كه با اين
  . بود) Dakoشركت  APAAP(آميزي بسيار عالي و قابل مقايسه با نمونه مشابه تجارتي  نتيجه رنگ ،گرديد
  آلكالين فسفاتاز  ؛اليزا ؛آويديتي ؛افينيتي ؛ي مونوكلونالباد آنتي :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
  بادي آنتي �تعيين ميل پيوندي

در  خود، ةژن مربوط آنتي بادي به آنتي افينيتي يك
ي باد آنتي بسياري موارد تأثير بيولوژيكي مهمي در عمل آن

هاي با افينيتي پايين به  بادي آنتي توليد زياد ؛ همچنيندارد
افينيتي . شود مي عنوان يك نقص ايمني در نظر گرفته

بادي بدون شك در ايمونوپاتولوژي بيماريهاي خودايمن و  آنتي
  ).4-1(بيماريهاي كمپلكس ايمني نيز دخالت دارد 

اليزا،  بادي در روشهاي ايمونواسي مانند آنتي نقش افينيتي
RIA**،   افزايش  ،ايمونوسيتوشيمي، ايمونوهيستوشيمي

اتصالات اختصاصي و كاهش اتصالات غير اختصاصي و در 
  . نتيجه افزايش ضريب اطمينان جواب آزمايش خواهد بود

 تاكنون روشهاي متعددي براي تعيين افينيتي و آويديتي
مي در هريك از اين روشها از سر. اند بادي ابداع شده آنتي

بادي با هم به تعادل  آنتي ژن و آنتي شود كه در آن استفاده مي
آنگاه بدون تغيير  ؛)Ab-Ag               Ab+Ag(اند  رسيده

 ژن همراه شده با آنتي ژن آزاد و آنتي دادن حالت تعادل، مقادير
براي انجام اين كار، چند راه وجود . شود مي سنجيده ،بادي آنتي
ن با استفاده از روشهاي فيزيكي مانند برخي از محققا. دارد

 بادي يا آنتي رسوب، و دياليز، فيلتراسيون با ژل، سانتريفوژ
كنند  مي بادي جدا آنتي ژن متصل به آنتي ژن آزاد را از آنتي

وجود آمده در ويژگيهاي ه برخي نيز از تغييرات ب). 5-7(
  . )8(كنند  مي بادي استفاده آنتي ژن متصل به آنتي فلئورسنت

 روشها،دست آمده از اين ه با استفاده از اطلاعات ب
Kaيعني ميل پيوندي يا (توان ثابت تعادل  مي

دست ه را ب) ��
                                            :آورد

[Ab][Ab]
Ag]-[AbK = 

ژن متصل  آنتي معادل غلظت [Ab-Ag]در اين معادله، 
معادل  [Ab]ژن آزاد و  نتيآ معادل غلظت [Ag]بادي،  آنتي به

ژن در حال تعادل  آنتي شونده به غلظت نواحي آزاد متصل
   .است

                                                           
§ Affinity 
** Radioimmunoassay (RIA) 
†† Association Constant (Ka) 

بادي يك واكنش تعادلي به  آنتي ژن و آنتي واكنش بين
  :صورت زير است

[Ab] + [Ag]                [x] 
 [Ag]، بادي آنتي غلظت جايگاههاي آزاد [Ab]چنانچه 

  غلظت كمپلكس  [x] ،ژن آنتي غلظت جايگاههاي آزاد
Ag-Ab ،[Abt] و  بادي كل آنتي غلظت[Agt] غلظت 

با تغييراتي در معادله فوق معادله  ،ژن كل فرض شوند آنتي
  :آيد مي دسته كلاتز ب

Klotz Equation: [Abt]/[x]= Kd/[Ag]+1 
را داشته باشيم،  [Agt]و  [Abt]حال چنانچه غلظت 

 شاخصاز سه مستلزم دانستن يكي  Kaيا  Kdتعيين ميزان 
[Ab] ،[Ag]  يا[x]  9(خواهد بود.(  

بادي  مطالعه حاضر با هدف سنجش افينيتي آنتي
توليد شده  A1G8F7مونوكلونال محصول كلون هيبريدوماي 

لكالين آنسبت به آنزيم در دانشگاه تربيت مدرس تهران، 
  . انجام گرديد (ALP)فسفاتاز 
  

  روش بررسي
در حالت محلول با بادي  آنتي گيري افينيتي اندازه

   :استفاده از روش اليزاي رقابتي
مطالعه در اين  A1G8F7كلون  Kdگيري  براي اندازه

بادي را در  آنتي يك روش اليزاي رقابتي كه افينيتياز ، تجربي
روش ؛ اين كند، استفاده شد مي گيري حالت محلول اندازه

   :باشد مرحله اساسي مي دوداراي 
كه (بادي در يك غلظت ثابت  آنتي ابتدا بايستي -الف

با رقتهاي ، )تعيين مقدار اين غلظت توضيح داده شده است
ژن، در لوله مجاور شوند تا در يك فاز محلول  آنتي متوالي از

  . به تعادل برسند
بادي آزاد باقيمانده در هر يك از  آنتي سپس ميزان -ب
با روش  -دل در لولهپس از رسيدن به حالت تعا - رقتها

ژن كف پليت كوت شده  آنتي كه در آن -اليزاي غير مستقيم
  . )11،10( ارزيابي گردد -است



  )1383، سال 4، شماره 11دوره (                       مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند                                                                                          

 ٣٥

  :بادي آنتي تعيين غلظت ثابت
بادي آزاد در  آنتي كه تخمين صحيح از غلظت براي اين
  :فته شودنظر گربايد در چند نكته  ،وجود آيده حال تعادل ب

 آخر اليزاي غيرمستقيم  ةلآمده در مرح دست هب ��جذب -1
بايستي با  -كند مي بادي آزاد را منعكس آنتي كه غلظت-

  .متناسب باشد ،بادي تست شده آنتي غلظت
كمتر (بادي آزاد  آنتي هاي فقط درصد كمي از مولكول -2

شده در كف پليت اليزا  هاي كوت ژن آنتي ، بايستي به)%10از 
 تعادل فاز مايع اختلال درگونه از هر  ؛ زيرامتصل شوند

  .شودجلوگيري 
است، دما بايستي وابسته معمولاً به حرارت  Kdچون  -3

  .در تمام مراحل ثابت نگاه داشته شود
 ، نياز به تعيين دامنه غلظت2و1براي رعايت نكات 

 انكوباسيون محلول مطلوب شده و زمان ژن كوت آنتي
ين دست آوردن اه براي ب. شده است بادي در چاهك كوت آنتي

بادي از يك روش اليزاي غيرمستقيم به  آنتي غلظتاز دامنه 
  :گرديدشرح زير استفاده 

  به  ،1شماره در پليت  ؛دو پليت اليزا به كار برده شد -1
  رديف از چاهكها،  2به  2رديف و در پليت شماره  3

μg/ml 1 و اضافه شد -ژن آنتي به عنوان -لكالين فسفاتاز آ 
  .گرفتنددرجه سانتيگراد قرار  4ي ها يك شب در دما پليت

 2/1رقتهاي  ،بار شستشو 3پس از  ،1به پليت شماره  -2
به صورت  μg/ml 2بادي خارج شده با غلظت  آنتي از 64/1الي 

به عنوان  -T��PBSاز . اضافه شد (Triplicate)تريپليكيت 
 شاهدبه عنوان  1000/1از سرم موش با رقت منفي و  شاهد

درجه  37براي نيم ساعت در دماي  .مثبت استفاده شد
  . سانتيگراد عمل انكوباسيون انجام شد

تايي در يك  هر رديف سه - محتويات اين پليت -3
كه كمي كمتر از (آوري شد  دقت جمعا ب -اپندرف جداگانه

و به پليت دوم به صورت ) ميكروليتر اپندرف خواهد شد 300

                                                           
‡‡ Optical Density (OD) 
§§ Phosphate Buffered Saline (PBS) 

نيم ساعت در  دوتايي به همان ترتيب قبلي اضافه شد و براي
  .درجه سانتيگراد انكوبه شد 37دماي 
براي هر پليت پس از پايان انكوباسيون مراحل  -4

  .يافتآزمايش اليزا ادامه 
نموداري بر حسب جذب نوري به دست آمده از دو  -5

  ).1 نمودار(بادي رسم شد  آنتي پليت در مقابل رقتهاي مختلف
) غلظت ممكن يعني كمترين(بادي  بالاترين رقت از آنتي
بر هم منطبق باشند،  2و  1هاي  كه نمودار حاصل از پليت

  ).باشد مي μg2/1كه برابر با غلظت  4/1رقت (انتخاب شد 
  

  Dissociation Constant (Kd)تعيين 
با ) Agبه عنوان (به پليت اليزا آلكالين فسفاتاز  -1

 4افزوده شد و عمل كوتينگ در دماي  μg/ml 1غلظت 
  . گراد براي يك شب انجام شددرجه سانتي

سريال  10ميكروليتر از  250لوله به ميزان  10در  -2
  از رقت  PBS-Tتهيه شده در (ژن  رقت مختلف آنتي

μg/ml 100  تاμg/ml 39/0 ( 250اضافه شد؛ سپس به آنها 
بادي كه در مرحله اول تعيين شد،  ميكروليتر از رقتي از آنتي

 500) 11لوله شماره ( در يك لوله. افزوده شد) 4/1(
  .ژن اضافه شد بادي بدون حضور آنتي ميكروليتر آنتي

درجه  37ها براي يك شب در دماي  تمامي لوله -3
بادي به تعادل  آنتي -ژن سانتيگراد قرار گرفتند تا واكنش آنتي

  .برسد
  
  
  
  
  
  
  

بادي  آنتي نمودار مربوط به تعيين غلظت ثابت -1 نمودار
  A1G8F7ل پپمونوكلونا
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بادي آزاد موجود در هر  آنتي به منظور بررسي ميزان -4
ها به پليت اليزا كه در  لوله به صورت دوتايي از محتوي لوله

  . بند يك تهيه شده بود؛ اضافه شد و آزمون اليزا انجام شد
 .با روش كلاتز افينيتي محاسبه شد -5

11][Agt
KD

AA
A

10

0
+=

−
  معادله كلاتز : 

A0: ي است كه حاوي محتويات جذب نوري چاهك
  .ژن است آنتي اپندرف فاقد

A1:  جذب نوري خوانده شده از چاهكي است كه حاوي
ژن  آنتي كه داراي بالاترين مقدار -1محتويات اپندرف شماره 

)μg 100 (مقدار . باشد مي -استx  نيز برابر[1/Agtn]  خواهد
ل ژن برحسب مو آنتي البته بايستي در اين فرمول غلظت ؛بود
  . باشد

  
  ها يافته

ه ب μg/ml2/1 بادي برابر آنتي غلظت مناسب محلول
طور كه قبلاً نيز بيان شد، غلظت  البته همان ؛دست آمد

ا بايستي دو برابر در نظر گرفته ه بادي در لوله آنتي محلول
 حجم آن، غلظت  ژن هم آنتي زيرا پس از افزودن محلول ؛شود
چنانچه از سوپ . يابد مي كاهش) μg 2/1(بادي به نصف  آنتي

بايستي  ،شود نشده براي تعيين افينيتي استفاده سلولي تخليص
به كمك اليزاي اختصاصي مرحله اول، رقت ثابتي از 

دست آيد و ه ب) Kdتعيين (سوپرناتانت لازم براي مرحله دوم 
دست آمده در ه ژن در لوله با اين رقت ب آنتي غلظتهاي متغير

  .مرحله اول مجاور شود
در مرحله  ،شود مي مشاهده 1گونه كه در جدول  همان

  تا  μg/ml100از  ALP، سريال رقت آنزيم Kdتعيين 
μg/ml 18/0 )250 انتخاب شد كه ) ميكروليتر از هر غلظت

بادي با غلظت  آنتي از محلول 1:1به هر يك از آنها نسبت 
   .اضافه شد μg/ml 4/2ثابت 

بادي  آنتي ژن و آنتي پس از انجام واكنش - در مرحله بعد
 μg1شده با  ها به پليت اليزاي كوت محتوي لوله -در لوله

اضافه شد و پس از انجام آزمون اليزا جذب  ALPژن  آنتي
  .نانومتر قرائت گرديد 492نوري آنها در 

طبق معادله كلاتز، اگر اعداد به دست آمده از دستگاه 
معادله كه همان  yقرائتگر اليزا را در اين معادله قرار دهيم، 

n0

0

AA
A
−

معادله نيز  xآيد و مقدار  به دست ميباشد،  مي 
[1/Agtn] مقدار غلظت آنزيم  ؛باشد ميALP - كه به صورت

 - به كار گرفته شده بود Kdسريال رقت در مرحله دوم تعيين 
 دهيم قرار مي Agtnبه جاي  ،را برحسب مول حساب نموده

  . )2نمودار (
  
  گيري  و نتيجه بحث

. باشد آسان نميعملاً بادي  گيري دقيق افينيتي آنتي اندازه
شوند،  هاي محلول كه به آساني خالص مي ژن براي آنتي

ژن خالص را به دست آورد و نشاندار  توان مقدار لازم آنتي مي
با آناليز اسكاچارد، كه امكان  RIAدر اين صورت، روش . نمود

  .دهد، مناسب است ميمحاسبه ثابت افينيتي را 
  A1G8F7كلون  Kdنتايج مربوط به تعيين  - 1جدول 

جذب   ميكروليتر آنزيم 250
)μg/ml(آلكالين فسفاتاز 

  ميكروليتر 250
)μg/ml(بادي  آنتي

 شماره 
 لوله

123/0 25 4/2 1 
133/0 15 4/2 2 
145/0 5/12 4/2 3 
135/0 10 4/2 4 
156/0 8 4/2 5 
157/0 25/6 4/2 6 
227/0 4 4/2 7 
215/0 25/3 4/2 8 
327/0 56/1 4/2 9 
032/1 78/0 4/2 10 
231/1 39/0 4/2 11 
321/1 19/0 4/2 12 
351/1 09/0 4/2 13 
353/1 00/0 4/2 14 
08/0  15 (PBS)منفي شاهد
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بادي  آنتي به ALPنمودار كلاتز حاصل از اتصال  -2 نمودار
  A1G8F7مونوكلونال 

مراحل نشانداركردن پروتئين، كوچكترين تغييري  در چون
بادي  آنتي توپ اختصاصي ژن ممكن است اپي آنتي در مولكول

، بادي را تغيير دهد آنتي را از بين ببرد يا حداقل افينيتي اتصال
آيد بايد  مي دسته ژن نشاندار ب كاربردن آنتيه نتايجي كه از ب

 - بادي آزاد  آنتي كاربردنه هنگام ب. با احتياط تفسير شود
ثابت  -شود مي كار بردهه بآزمون بادي نشاندار در  آنتي وقتي

  ). 13،12(ممكن است تغيير نمايد  ،دست آمدهه افينيتي ب
هاي  سرم آنتي همچنين بايستي توجه داشت كه اغلب

بادي عليه قسمتهاي  آنتي كلنال حاوي جمعيت گوناگوني از پلي
 Kبادي داراي مقادير  تيآن ژن است و هر آنتي مختلف يك

تحت اين شرايط ديگر نمودار اسكاچارد  ؛خاص خود است
آيد كه  مي خطي نخواهد بود و به صورت يك منحني در

   .بادي است نشانگر تركيب شدن خطها از هر آنتي
شبيه ثابت تجزيه تعادلي يك  ،كمي شاخصتعيين يك 

. ردنياز دا يبه روش قابل اعتماد و مطمئن ،Ab-Agكمپلكس 
هاي  ژن ها و آنتي دياليز تعادلي، روش انتخابي براي هاپتن

هاي  ژن آنتي در صورتي كه براي ؛باشد مي قابل دياليز
  . باشد ماكرومولكولي قابل انجام نمي

 Surface Plasmonروشهاي بسياري از قبيل اليزا، از 
Resonance شده  بادي ثابت آنتي يا مونوكلونال ژن با آنتي

مانند طلاي پوشيده با ( Sensor Chipا يا روي ه روي پليت
، اغلب براي )شده هيدروژل دكستران كربوكسي متيله

  .)15،14( شود مي افينيتي استفاده گيري اندازه
زيرا  ؛دهند مي واقعي را نشان Kdچنين روشهايي بندرت 

شدن  اغلب باعث دناتوره) در كف پليت(ژن  آنتي نمودن ثابت
 ؛كند مي براين خواص اتصالي آن نيز تغييربنا ؛شود مي پروتئين

يعني در  ؛در حالت محلول تعريف شده است Kdعلاوه براين 
 به صورت محلول هر دو بادي آنتي ژن و آنتيفاز مايعي كه 

فاز جامد يكي از آنها غير  اتدر حالي كه در آزمايش ؛باشند مي
به كمك  (Ka)بنابراين تخمين افينيتي  ؛متحرك است

 از جامد، ممكن است دور از مقدار واقعي آن باشدروشهاي ف
)16(.  

باشد،  Kdاز  تربادي توتال بيش آنتي از طرفي اگر غلظت
حساسيت . بخش نخواهند بود نتايج تعيين افينيتي رضايت

با سوبستراي كروموژنيك  (EIA)روش ايمونوآنزيماتيك 
محدود  M 10-10را به حدود  توتال  بادي آنتي حداقلغلظت 

با افينيتي خيلي بالا، بايد  Abبنابراين براي يك ؛ )17(كند  مي
يداز زگالاكتو-هاي آلكالين فسفاتاز يا بتا آزمايش با كونژوگه

 را افزايش آزمايشها حساسيت  زيرا اين آنزيم ؛انجام شود
بادي را  تر آنتي دهند و امكان كاركردن با غلظتهاي پايين مي

  ).19،18( سازند فراهم مي
Kd ست كه هر چه امتغير  10 - 11تا  10 -7ها از  بادي آنتي

 ؛بادي بيشتر خواهد بود آنتي افينيتي آن ،كوچكتر باشد Kdعدد 
بالا بودن افينيتي  ،البته در تمامي سنجشهاي ايمونولوژيكي

Ab به عنوان مثال چنانچه از مونوكلونال ؛مزيت نخواهد بود 
ژن در  نتيآ بخواهيم در تخليص ،دست آمدهه بادي ب آنتي

 =10Kd- 11، روش ستون كروماتوگرافي تمايلي استفاده نماييم
زيرا در هنگام  ؛بادي ديگر مناسب نخواهد بود آنتي براي

نياز به كاهش شديد  Allocution ژن از ستون آنتي جداسازي
pH اسيدي كه بافر خيلي لازم به ذكر است ؛باشد مي بافر، 

ژن و كاهش عمر ستون  آنتي توانايي برهم زدن ساختار طبيعي
در تحقيق  براي مثال ؛كروماتوگرافي تمايلي را دارد

Sakharov ،كلون هيبريدوماي  و همكارانApp.1  مولد
و داراي ثابت  ALPضد آنزيم  IgG1 بادي آنتي مونوكلونال

بود كه پس از اتصال به سفارز در ستون  5/8*10-10تجزيه 
بادي براي  آنتي فينيتيكروماتوگرافي به دليل بالا بودن نسبي ا

0
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[Abt]/[x]

y= 0.0388+1.097 R2= 0.9907
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در صورتي  ؛دست نيامده آنزيم نتايج خيلي خوبي از ستون ب
توشيمي و ايمونوهيستوشيمي ييهاي ايمونوس آميز كه در رنگ

   .)20(نتايج بسيار عالي نشان داد 
هاي مونوكلونال  بادي آنتي ،نيز و همكاران Wu در تحقيق

ارز در پس از اتصال به سف ،4G10دست آمده از كلون ه ب
كار ه ستون كروماتوگرافي به منظور تخليص اينترفرون آلفا ب

با درجه ( گزارش شدبرده شدند كه بازده آن بسيار عالي 
   .)21) (%95خلوص بيش از 
بادي با افينيتي  آنتي مولد مونوكلونال اي ديگر، در مطالعه

بود كه اساساً براي استفاده در ستون كروماتوگرافي  5*5-10

  ).22(رسد  مي بسيار مناسب به نظرافينيتي 
كلون بادي مونوكلونال  آنتي Kd كه اين با توجه به

A1G8F7  در اغلب  رود مي انتظار ،محاسبه گرديد 10 -9حدود
و  هاي ايمونولوژيكي مناسب و كارايي داشته باشد سنجش

 آزمونهايو  -به عنوان لايه دوم -اليزا  آزمونهايدر نيز عملاً 
 ALPهمراه با آنزيم  -ي و ايمونوهيستوشيمي ايمونوسيتوشيم

بسيار عالي و  -براي لايه سوم APAAPبه صورت كمپلكس 
خريداري شده از شركت  APAAPقابل مقايسه با كمپلكس 

Dako باشد مي .  
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Abstract 
Background and Aim: The affinity of an antibody with its antigen is a crucial parameter in its 
biological activity and carrying out immunologic tests such as radioimmunoassay (RIA) and 
immunohistochemistry. This study was done in our laboratory at Tarbiat Modarres University to 
measure the affinity constant of specific monoclonal antibodies/MAB (A1G8F7) with alkaline 
phosphatase enzyme produced.  
Material and Methods: Several Methods have been innovated to determine the affinity and avidity 
of antibodies. In all of them a serum is used in which antigen and antibody would reach balance 
and, without a change in the balance, free antigen and antigen associated with antibody are 
measured. Applying a rapid and simple ELISA-based method the affinity constant of specific MAB 
(A1G8F7) against alkaline phosphatase was measured. 
Results: Constant density of antibody for use in specific ELISA used to determine dissociation 
constant (Kd), applying klotz methodology-by means of a competitive ELISA proved to be 1μg Kd 
of A1G8F7 clone; through klotz fig, it was estimated to be 3.8×10-9 
Conclusion: considering that the Kd of natural antibodies in the body for most antigens ranges from 
10-7 to 10-11 and that the less Kd the more affinity of the antibody, the antibody secreted by A1G8F7 
clone seems suitable. Practically, in immunocytochemistry for most immunologic measuring, 
histochemistry test done with mAb-ALP enzyme in three line-staining led to pretty good and 
comparable results with the similar trade sample of APAAP (Dako, Denmark).   
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