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-Iranian riceين جهش يافته ئجهش زايي هدايت يافته مكاني به منظور توليد پروت

NSLTP2 )Oriza sativa(  حاوي جهشY45W 
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  چكيده

NSLTP )nonspecific lipid transfer protein(  وه گياهي هستند كه بر اساس وزن مولكولي به دو گر يپروتئينهاها
nsLTP1  وnsLTP2 را در  آنها توانند  ند و علاوه بر پتانسيل حمل داروها ميبسيار مقاوم پروتئينهااين . شوند  تقسيم بندي مي

و اتصال به  ءپروتئيني است كه به دليل توانايي ذاتي عبور از غشا برنج nsLTP2. برابر اكسيداسيون يا تجزيه شدن محافظت كنند
در اين تحقيق با هدف . درا دار داروتحويل  يسيستمهاپتانسيل استفاده در ) يئداروز جمله برخي تركيبات ا(تركيبات استروئيدي 

براي . ي هدايت يافته مكاني ايجاد گرديدجهشها ،)Iranian rice nsltp2  )Oriza sativaافزايش خاصيت فلورسانس در ژن 
تبديل اسيدآمينه در  )SOE-PCR )splicing by overlap extension-polymerase chain reactionتكنيك ايجاد جهش از 

حاكي از  پروتئينونه هاي اين گمطالعات انجام شده بر روي ساير  .استفاده شد nsLTP2ژن  )Y45W(به تريپتوفان  45تيروزين 
جهش ايجاد  تأييد و جهش يافتهتكثير قطعات   در مرحله بعد با. استاين نوع جهش  ايجادافزايش خاصيت فلورسانس در اثر 

، BL21(DE3)pLYSsكلون و پس از بيان در سويه بياني  pET32-aوكتور  در جهش يافته، محصول توالي يابيشده توسط 
رود از اين   اميد مي. ، تخليص و وجود پروتئين با استفاده از وسترن بلات تاييد گرديد His-tagحاوي تغيير يافتهپروتئين 

  .  شودبه خصوص داروهاي درمان سرطان استفاده  داروئيك انتقال دهنده پروتئين بتوان به عنوان ي

 داروئي، سيستم تحويل SOE-PCR، جهش زايي، nsLTP2 :كليدي واژه هاي

 m.miroliaei@sci.ui.ac.ir: پست الكترونيكي 03137932475:تلفن نويسنده مسئول،* 

  قدمهم
LTP  ا و مسئول انتقال فسفوليپيده گياهي يپروتئينهاها

) 22و17(ساير اسيدهاي چرب بين غشاهاي سلول هستند 
بندي  طبقه 2و  1به دو گروه يبراساس وزن مولكول كه
مارپيچ است كه  4پپتيدي آنها شامل اسكلت پلي .شوند مي

پايداري اين  .ي منعطف به هم متصل هستندلوپهاتوسط 
سولفيدي  پيوند دي 4 حاصلكوچك  قلياييي پروتئينها

-  سيستئين). 14(د نشو بب استحكام ساختار مياست كه س
 در همه ي تشكيل دهنده اين پيوندهاي دي سولفيديها

 ). 19( هستندشده  هاي گياهي حفاظت گونه

اسيدآمينه است كه از  96برنج متشكل از  LTP2ل مولكو
آمينه مربوط به سيگنال پپتيدي است كه  اسيد 27اين تعداد 

همانند ساير ). 3(ار گرفته است آن قر) N(در انتهاي آمين 
سولفيدي براي تثبيت چهار باند دي  ،LTPي مولكولها
اين  عملكرد). 18(باشد  ضروري مي پروتئينساختار 
 شاملدر فرآيندهاي فيزيولوژي گياه  مداخله پروتئين

، مديريت در )2( رساني دفاعي بيوسنتز لايه كوتين، پيام
يداسيون اسيدهاي چرب و تنظيم بتااكس) 8(شرايط استرس 

اين پروتئين داراي  ،به علاوه. است اكسيزوم در گلي
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آلرژني  ايجادفرد از جمله  به يكسري خواص منحصر
در مقاومت ، ضد قارچي اي،ضد حشرهخواص ، )24و10(

كننده، پايداري در برابر برخي از  مواد دناتوره گرما و برابر
تقال يكسري تركيبات و توانايي اتصال و ان) 13(پروتئازها 

  .مي باشد) 7و4(خاص 

 
mmrklavlvlavamvaacgggvvgvagagcnagqltvctgaiagg
arptaaccsslraqqgcfcqfakdprygrvynspnarkavsscgalptc

h 
و ) PDB  )1L6Hدر سايت  LTP2نمايي از ساختار  - 1شكل 

 اسيدآمينه اي آن 96توالي 
)http://upload.wikimedia.org/wikipedia 

/commons/1/1a/PDB_1L6H_EBI.jpg( 

از طريق حفره  تركيبات توانايي اتصال و انتقال
است اعمال هيدروفوبيكي كه قادر به پذيرش زنجير آسيل 

به دليل توانايي اتصال  به طيف  پروتئيناين . شود مي
ده در سيستم پتانسيل استفا ي ليپيدي،مولكولهاسيعي از و

  ).25و16( را دارد داروتحويل 

افزايش ي تحويل داروي به دنبال امروزه اكثر سيستمها
يط در برابر شرا داروئيتركيبات  از طريق حفاظت كارآيي

نه تنها بايد  داروئيحاملين  .هستندمحيطي و تجزيه شدن 
ور كاهش ظبلكه به من شوندصل به دارو مت بالا كارآييبا 

در نزديكي دارو را  دباي ،سلولها براثرات سمي دارو 
ه منظور افزايش بر اين اساس ب. آزاد كنند ي هدفسلولها

لازم  داروتحويل ي سيستمهاتوانمنديهاي اين پروتئين در 
پروژه حاضر . است در ساختار آن تغييراتي صورت پذيرد

هاي زيستي اين پروتئين  يبه منظور ارتقاي برخي توانمند
 برخي ريشهجهش زايي هدايت شده با استفاده از تكنيك 

آن را تغيير داده  كليدي در فعاليت زيستي هاي اسيدآمينه
  .است

تكنيكي ) mutagenesis In vitro(جهش زايي آزمايشگاهي 
ارزشمند جهت مطالعه ساختار و عملكرد اسيدهاي 

جهش زايي  ايجادروش سه . است پروتئينهانوكلئيك و 
 هايدر روشوجود دارد كه  )SDM( هدايت يافته مكاني

از پرايمرهاي حاوي جهش  PCRجهش زايي به كمك 
برخي از  در .براي سنتز توالي مورد نظر استفاده مي شود

اي در اين  ات با استفاده از ايجاد جهشهاي نقطهتحقيق
ا استفاده ب در اين مطالعه. )15و4(پروتئين تغييراتي داده اند 

 SOE-PCR )Splicing by by Overlap يا SDMاز تكنيك 

Extention-PCR ( جهشY45W  درLTP2  گياه برنج
)Oryza sativa (ه استشد انجام.   

  مواد و روشها
 rice ساختار سه بعدي پروتئين: ي بيوانفورماتيكبررسيها

ns-LTP2،  با كمك نرم افزار قبل و بعد از اعمال جهش
molegro virtual docker )MVD( نسخه ،Trial ،بررسي 

  .گرديد

:  SOE-PCRبا استفاده از تكنيك   Y45Wايجاد جهش 
-'r1)5  زاي جهش هايپرايمر

3'-GCGCGGGTCCTTGCCACGTAGCGCCC (1و f 

)3'-GGGCGCTACGTGGCAAGGACCCGCGC-5'( 
-'F-ltp )5و دو پرايمر به منظور ايجاد جهش 

TGACGACGACGACAAGGCCGGGGTACCCTG

TGCAACGC-3' ( وR-ltp )5'-

3'-GTGGCAGGTGGGGAGGGCCTCGAGTAA(  به
 pET32-aكلون قطعات جهش يافته در وكتور  منظور

جايگاه برش آنزيم F-ltp پرايمر '5در انتهاي  .شدندطراحي 
 KpnI و جايگاه برش انتروكيناز و سپس توالي ژنltp  از

 '5اي قرار گرفت و در انته تا كدون پايان 79نوكلئوتيد 
به  .شد قرار داده XhoIجايگاه برش آنزيم  R-ltpپرايمر 
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و  XhoIاين دو جايگاه آنزيمي  ،پس از تكثير گونه اي كه
KpnI  قرار گيرند جهش يافتهدر دو طرف ژن.  

دماي  باتوسط سه نوع واكنش مجزا  SOE-PCRتكنيك 
كه در  به نحوي انجام گرديد سانتي گراددرجه  59,3 اتصال

به ترتيب  fI , R و  F , rIو دوم پرايمرهاي  لواكنش او
سپس اين قطعات . را توليد كردندbp 99 و  bp 169قطعات 

با پرايمرهاي  bp 243به عنوان الگو براي تشكيل قطعه اي 
F , R  شدنداستفاده.  

اندازه  R-ltpنسبت به  F-ltpكه پرايمر ينبا توجه به ا
ثانويه ختارهاي براي جلوگيري از تكثير سابزرگتري دارد 
اندازه قطعه . شدو بتائين استفاده  DMSO از موادي مثل

  .است 243bpير توسط اين دو پرايمر ثنهايي حاصل از تك

 PCRمحصولات  ايجاد جهش تأييدبه منظور : يابيتوالي
با واسطه  Applied Biosystemيابي با دستگاه  براي توالي

انگلستان  Source BioScienceشركت سيناكلون به شركت 
  .فرستاده شد

  حاوي جهش درون وكتور تمحصولا نگكلني
 pET-32a (: به منظور قرار دادن : هضم آنزيمي و الحاق

ابتدا محصولات  pET-32a در وكتورقطعات حاوي جهش 
PCR كنندهو وكتور تحت اثر برش با آنزيمهاي محدود  
kpnI وxhoI  ه در پس از ايجاد انتهاهاي چسبند. گرفتندقرار

با نسبت   insertكتور و قطعهخورده، و تور برشقطعه و وك
به هم متصل ) فرمنتاز( T4با كمك آنزيم  3به  1مولي 
  . شدند

  ترانسفورماسيون وكتور نوتركيب به داخل باكتري
E. coli  )سويه( pLYSs  : محلولligation  حاصل از

ي سلولهامرحله قبل با روش ايجاد شوك حرارتي به 
 LBها روي پليت  نتقل و سپس باكتريم  pLYSsمستعد 
روز  ، به مدت يك شبانه)0.34µl/ml(كلرامفنيكل حاوي 

صحت انجام ترانسفورماسيون  تأييدبه منظور . انكوبه شدند

 PCR كلنيي توليد شده در مرحله قبل، كلنيهابر روي 
  .انجام شد

: ي نوتركيب در باكتريهاي ترانسفورم شدهپروتئينهابيان 
ي مستعد سلولهاي ترنسفورم شده نوتركيب به نيهاكل

pLYSs روزي در محيط  پس از كشت شبانهLB  براث
و كلرامفنيكل ) 100µg/ml(سيلين  حاوي آمپي

)0.34µl/ml (هاي رسوب. در محيط القا كشت داده شدند
 درصد 12 روي ژلبر   IPTG توسط ءپس از القا حاصل

SDS PAGE  گرديدندلود.   

جهش كننده پروتئين ي بيانسلولهاين از تخليص پروتئ
ي پروتئينهاكننده  ي بيانسلولها :و وسترن بلاتينگ يافته

وژ و يسانتريفپس از  ،مرحله قبل حاصل از جهش يافته
) Ni )Ni-NTA, Qiagen جداسازي رسوب توسط ستون 

توسط آنتي بادي  با وسترن بلات آنها و وجودتخليص 
در تكنيك  .گرديد تأييد )His-Taq )Qiagenكونژوگه عليه 
تنها يك نوع آنتي  شده در اين مطالعه مانجا وسترن بلاتينگ

قرار استفاده مورد ) His-Taqآنتي بادي كونژوگه با (بادي 
بادي اينكه براي  نكته مهم در استفاده از اين آنتي. گرفت

از بافر  ،كننده رقيق نمودن آن به جاي استفاده از بافر بلوكه
TBS گرديداستفاده  1:1000ي توئين با نسبت حاو. 

مقايسه برخي خصوصيات نوع وحشي و نوع جهش يافته  -1جدول 
)Y45W  ( درLTP2   توسطMVD 

)Y45W(نوع جهش يافته نوع وحشي 
 A°3(36.352 30.696(حجم حفره

 A°2(84.48 78.02(سطح حفره

 /Kcal( انرژي اتصال

mol( 

-4.427 -5.784  

  نتايج 
  عدم از   حاكي  MVD  نرم افزار ي انجام گرفته بايهابررس

قبل و بعد از اعمال جهش  rice-ns LTP2تغيير در ساختار 
ترهاي بررسي شده مبرخي از پاراحاوي  1ل وجد. بود

  .توسط اين نرم افزار است
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در اندازه قطعات حاصل از تكثير پرايمرهاي ذكر شده 
رهاي طراحي دهنده صحت پرايم نشان SOE-PCR تكنيك 

  .باشد شده مي

  
به (169bp و  99bpبه ترتيب قطعات  4و  2ستونهاي  :درصد 8بر روي ژل آكريل آميد Y45W ي جهشهابراي توليد  جهش يافتهقطعات  -2شكل 

و  2هاي نعات ستوطير قحاصل از تكث Y45W جهش يافته 243bpدهنده قطعه  نشان 3تون س، ) F , rI و  fI , R ترتيب حاصل از تكثير پرايمرهاي 
  .ي ديگر استجهشهامربوط به تكثير قطعات با  5و  1ي ستونها .است templateبه عنوان  4

با تعيين توالي   LTP2در ژن Y45Wصحت حضور جهش 
DNA گرديد تأييد.  

ي توليد كلنيهاصحت انجام ترانسفورماسيون  تأييدبه منظور 
 بازيجفت  243محصول . انجام شد PCR كلنيشده، 

 3در شكل  ،حاوي پلاسميد نوتركيب كلني حاصل از تكثير
  .نشان داده شده است

  
:  1% ي ترسفورم شده روي ژل آگارزكلنيهااز  PCR كلني -3شكل 

از  حاصل PCR دهنده محصول  باند مشخص شده با فلش نشان
  .باشدمي R-ltpو F-ltpنوتركيب  با پرابمرهاي  كلنيتكثير 

 حاصل ليسلورسوب يافته،  ي جهشينهاپروتئپس از بيان 
و  Niتوسط ستون  پروتئين مورد نظر، ليز و سانتريفيوژ

تحت اين شرايط . كننده تخليص شدتحت شرايط دناتوره 
در پروتئين فيوژن بيان  His taq-6به دليل در معرض بودن 
 كارآييو  شدهتر  بيش Ni-NTAشده، اتصال به ماتريكس 
يل براي اتصالات اهش پتانسفرآيند تخليص توسط ك

ي پروتئينهااين  4 در شكل. غيراختصاصي افزايش داشت
  .تخليص شده توسط پيكان بر روي ژل مشخص شده است

  
 SDS PAGEژل ( جهش يافتهتخليص شده  پروتئين -4شكل 

15%(  

 بيان يپروتئينها تأييد منظور به بلات وسترن تكنيك در

عليه  كونژوگه بادي آنتي از ، His-6 برچسب حاوي شده
6-His اين از حاصل شده ظاهر باندهاي .شد استفاده   

طور كه همان .است شده داده نشان 5 شكل در آزمايش
باند حدود  است شده مشخصاين شكل  6در ستون 

دهنده پروتئين تخليص شده كيلو دالتون نشان 25
مي باشد كه توسط ستون نيكل   6His-taqحاوي 

به همين دليل نسبت به ساير  و تخليص شده است
ي پروتئيني پس از القا  ها محلولكه مربوط به  ستونها

غلظت كمتري  هستند، بدون انجام فرآيند تخليص
  .دارد
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و   IPTGتوسط  ءبه ترتيب حالتهاي كنترلي قبل از القا 2و  1ستون : باندهاي پروتئيني ظاهر شده روي كاغذ نيتروسلولز در وسترن بلاتينگ -5شكل

هم مربوط  6ستون . را نشان مي دهند) IPTG )1mM توسط ءي بيان شده پس از القاپروتئينها 5و  4، 3ي ستونهاحالت بيان فاقد وكتور نوتركيب و 
 .به پروتئين تخليص شده است

  بحث
 آن زيستيفعاليت  در LTPپروتئين  تاريخي ساويژگيها

كسري يبه توانايي اتصال . كندمي ءايفا را نقش مهمي
از طريق حفره هيدروفوبيكي  آنها انتقال و تركيبات خاص

 شود كه قادر به پذيرش زنجير آسيل است اعمال مي
حاكي از بر روي اين مولكول مطالعات گذشته ). 23و21(

در سال . است  in vitroحفظ فعاليت بيولوژيكي در شرايط
2004 Cheng  پتانسيل ساختاري و بيولوژيكي اين پروتئين

با ايجاد  وي. نمودعنوان را سيستم تحويل دارويي  در
 ).5( دادافزايش  پروتئين رااي فلورسانس  موتاسيون نقطه

علي  Y45W اعمال جهش) Cheng )6بر اساس مطالعات 
رغم عدم تغيير در ساختار پروتئين، منجر به افزايش 

خاصيت فلورسانس پروتئين پس . خاصيت فلورسانس شد
در . دهد اي نشان نمييير قابل ملاحظه از اتصال ليگاند تغ

 riceبا هدف افزايش خاصيت فلورسانس، در ژن  حاضر تحقيق

nsltp2  )Oriza sativa ( ي هدايت يافته جهشهابرنج ايراني
تيروزين اسيدآمينه تريپتوفان نسبت به .مكاني ايجادگرديد

همين دليل ه ب .تري دارد محصول كوانتومي خيلي قوي
اسيد با  ساسيت يكي از ريشه هاي تيروزينبهبود ح براي

از نظر ساختاري، به دليل  .)5( آمينه تريپتوفان جايگزين شد
قدرت هيدروفوبيسيته مشابه در تيروزين و تريپتوفان، 

با تريپتوفان كونفورماسيون طبيعي پروتئين  Y45جايگزيني 
از نظر  Y45Wجهش يافته  و  )12( شود حفظ مي

وجود ريشه آروماتيك  به علاوه .گردد ساختاري تثبيت مي

با . الزامي است rice nsLTP2براي ايفاي فعاليت پروتئين 
توجه به موارد ذكر شده جايگزيني تيروزين با تريپتوفان، 
حاوي زنجير جانبي با دو حلقه آروماتيك، به منظور 

 .انتخاب گرديد rice-nsLTP2افزايش خاصيت فلورسانس 
از نرم افزارهاي  پروتئينهاتيكي در مطالعات بيوانفورما

داده هاي نرم افزاري ). 11و1(مختلفي استفاده مي شود 
علاوه بر افزايش  Y45Wايجاد جهش مشخص كرد 

 دهدهم افزايش مي آن را تمايل اتصالي  فلورسانس،
رديابي درون سلولي از طريق بررسي  و )1جدول (

   .)9(خاصيت فلورسانس امكان پذير خواهد بود 

تكنيكي ) SDM(زايي در جايگاه اختصاصي  ك جهشتكني
-ارزشمند جهت تعيين نقش يك ژن يا تغيير فعاليت آن مي

تكنيك ، SDMدر مطالعه حاضر به منظور انجام . باشد
SOE-PCR پس از طراحي پرايمرهاي  انجام گرفت و
اول و دوم، به عنوان الگو براي  PCR، محصولات جهش زا

 و F( هاي رفت و برگشت اصليسوم با پرايمر PCRانجام 
R( كد كننده  ژن .نداستفاده شدLTP2 فاقد اينترون و  برنج

به دليل وجود تعداد . است C وG غني از نوكلئوتيدهاي 
 )ltp2 )20در توالي نوكلئوتيدي ژن  هانوكلئوتيداين زياد 

براي جلوگيري از ساختارهاي ثانويه  PCRدر واكنش 
  .شدو بتائين استفاده  DMSOپرايمرها از مواد شكننده 

توالي جهش يافته حاصل  ltp2 پس از ايجاد جهش در ژن 
 Rو Fطراحي پرايمرهاي . كلون شد pET32-aدر پلاسميد 

حاصل  جهش يافتهاي صورت پذيرفت كه توالي  به گونه
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موجود در  XhoIو  KpnIبين دو جايگاه آنزيم برش 
با كمك كلون اين ژن . اين وكتور قرار گيرد MCSجايگاه 

) NTD )N-terminal domainدر  pET32-aدر پلاسميد 
LTP 6توالي  جهش يافته-His  وارد شده و پروتئين فيوژن

حاصل به راحتي توسط ستون نيكل آگارز جداسازي 
  .گرديد

ي متفاوت سيستمهاي نوتركيب از پروتئينهامنظور بيان ه ب
در . شود و پروكاريوتيك استفاده مي) 27و26(يوكاريوتيك 

براي بيان  BL21pLYSs(DE3( باكتريايي اين مطالعه سويه
 كه pETبيان وكتورهايي مثل  جهت  اين سويه .انتخاب شد

در تحقيق . مناسب استهستند،  T7تحت كنترل پروموتور 
حاضر  با وجود سيستم بياني و تحت كنترل موجود در 

از خاصيت ضد  ،BL21pLYSs(DE3(سويه باكتريايي 
پروتئين بيان شده  نهايتاً .استفاده گرديد nsLTP2باكتريايي 

است،  His-taqكه به صورت فيوژن با توليدي در اين سويه 
تحت شرايط دناتوره كننده و به كمك ستون نيكل تخليص 

نهايي حضور پروتئين جهش يافته متصل به  تأييد و گرديد

6-His ستفاده از آنتي بادي كونژوگه توسط وسترن بلات و ا
  .انجام گرفت His-6عليه 

از جمله  LTP پروتئينبرخي خصوصيات در  ارتقايبا 
- مي) Y45Wبا ايجاد جهش (افزايش خاصيت فلورسانس 

را افزايش داد و با تكنيك آن  از توان قابليت استفاده
نگ توسط وكتور بياني پروكاريوتي آن را در مقياس كلني
رود پس از  در تحقيقات آتي اميد مي. دع توليد كروسي

ساختارهاي و تعيين پروتئين با انتروكيناز اين برش آنزيمي 
، RP-HPLCو  NMRهايي مثل  تكنيكبا كمك بعدي  سه

  .استفاده گردد داروئيعنوان يك حامل ه از آن ب

 تشكر و قدرداني

بخش تحقيقات  و (INSF) ازلفين مراتب امتنان خود ؤم
تحقيقات  مركزكولي دانشگاه اصفهان و سلولي و مول

 پزشكي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي اراك به دليل

كه در انجام  همكاراني و كليه وامكانات تجهيزات پشتيباني
 و قدرداني تشكر صميمانه ياري رساندند اين پژوهش
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Abstract 

NsLTPs (nonspecific lipid transfer proteins) are plant proteins subdivided into 
nsLTP1(9kDa) and nsLTP2 (7kDa) according to the molecular weight. These highly 
stable proteins can protect drugs against oxidation or degradations. Rice nsLTP2 due to 
the inherent ability to cross biological membranes and bind to steroid compounds 
(including some pharmaceutical compounds) have potential application for use in drug 
delivery systems. To enhance the biological capability of this protein in this system, 
structural alterations are indispensable. These alterations can be created by desired 
mutations in the encoding genes. Analysis by different software showed that the 
hydrophobic cavity of the active site plays a prominent role. After designing of 
mutagenic primers (Tyrosine 45 to Tryptophan (Y45W)) the method of SOE-PCR was 
used to perform site directed mutagenesis in the gene of rice nsLTP2. Wild type nsLTP2 
was cloned into the PGEX6p2 vector. This wild type plasmid was used as a template for 
constructing the mutant fragment and designed mutant primers are used for 
amplification of mutant fragments. Mutant rice nsLTP2 are expressed in the pET32a 
vector in to the Ecoli BL21 (DE3) strain. After the amplification of the mutant 
fragments and confirmation of mutations generated by sequencing, the mutant 
constructs cloned into the pET32a vector and the fusion mutant protein with a His-tag 
was purified by Ni-NTA affinity chromatography. The purpose was to create mutations 
with increased florescence signals. We hope that, in the future, these findings would be 
helpful in creating biosensors or as drug carrier vehicles. 
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