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INDUSTRIA @numerosos procesos catalizados

poOr enzimas

= Ventajas: - gran actividad catalitica

- gran especificidad por el sustrato

(estereoselectividad vy regioespecificidad)

= Desventajas: - no son estables en las condiciones de trabajo

- no se pueden reutilizar, no se pueden separar Sy P

© INMOVILIZACION:

permite que el proceso biotecnologico sea
economicamente rentable



ENZIMAS INMOVILIZADAS:

F'nzimas que estan fisicamente confinadas o localizadas

en una region definida del espacio con retencion de sus
propiedades cataliticas y que pueden ser usadas de
manera repetida y continua.

©  VENTAJAS

e Aumento de la estabilidad y en
algunos casos de su actividad

e Reutilizaci6n del derivado —
disminucion del costo del proceso

e Diseno de reactores enzimaticos de
facil manejo y control adaptado a la
aplicacion de la E mmmowilizada

DESVENTAJAS

Alteracion de la conformacion de la
enzima respecto de su estado nativo

Hetereogeneidad en el sistema E-
soporte (distintas fracciones de E
mmmovilizada con distinto ntimero de
unioén al soporte)

Pérdida de la act. enzimatica durante
el proceso de la inmovilizacion

Costo adicional de reactivos, soporte y
operacion

Posible requerimiento adicional de
purificacion



Métodos de inmovilizacion

. Absorption

Covalent linkage

[

Enzyme entrapment

(%]

4. Encapsulation of
enzyme

£~ Enzyme molecule

‘ Solid or porous supports

’%Pnrnus polymeric matrix

Semipermeable membrane



CLASIFICACION

e Segun la naturaleza de la mmteraccion
responsable de la inmovilizacion

= métodos tisicos
= métodos quimicos

e Combinando la naturaleza de la interaccién con
el soporte:

= métodos para enzimas solubles

= métodos para enzimas insolubles



e  Lnzimas insolubles
1. ENLACE

1.1. Enlace al soporte it b) o
1.1.1. Adsorcion fisica k—

1.1.2. Enlace 16nico

1.1.3. Enlace con metal &

1.1.4. Enlace covalente

. Entrapment in gel Encapsulation lon-exchange adsorption Covalent bonding
1.2. Entrecruzamiento structure on fibers
‘ - enzyme

2.  ATRAPADO
2.1. Atrapado en gel a) b)

2.2. Atrapado en fibras z E 2 ﬁ ;
2.3. Microencapsulado X3
gecececeoe

Covalent immobilization on organic-inorganic

e  Enzimas solubles et
1. Con transformacion quimica € -enzyme

2. Sin transformacion quimica



e Soporte 1deal:

v Aumenta la interaccion con el S

v Disminuye la inhibicion por el P

v Amplia el intervalo de pH 6ptimo

v’ Frena el crecimiento de microorganismos
v Facilmente recuperable

v’ Caracteristicas especiales segtin su uso
especitico



ADSORCION FISICA

e Adsorcion fisica de las moléculas de E en la matriz
solida (pte. salino, mteraccion hidrotoébica)

e Método simple

e La E no sufre ningin cambio

e Incubar el soporte con la X en un medio con la fuerza

16nica y el pH adecuados

& preparacion sencilla

@ bajo costo

@ no hay cambios en la
especificidad de la enzima

¢ desorcion durante la utihzacion:
pérdida de la actividad catalitica y
contaminacion de productos

$ optimizacion de variables que
controlan la adsorcion

$ L activa durante cortos periodos
de ttiempo, union débil al soporte



ENLACE IONICO

Union 16nica de las moléculas a soportes solidos que contienen restos de imntercambiadores

de 10ones (DEAE, TEALE, CM).
@ No hay cambios en la actividad por las condiciones suaves

¢ Liberacién de la E al usar T[u], T[S] o variaciones en el pH

Table 3.1 Preparation of immobilised invertase by
adsorption (Woodward 1985)

Support type

DEAE-Sephadex [|CM-Sephadex

1% bound at . )
anion exchanger |[cation exchanger

loH 2.5 0 100

IpH 4.7 100 75

PH 7.0 100 34




QUELACION METALICA

e Acoplamiento directo de la E por quelacion a
metales de transicion que activan la superficie del

soporte

e Soportes usados: quinina, vidrio, celita, gelatina

a f;ﬁ.'.;.'l oL ;;.'IT_\ ))

Ho oM, 0  OH, HO OH, HO  OH,
\

¢ AR YR YaY

—Tj-—0~———Ti—-0——Ti——0——Ti——0——Ti—

N N 7% 7\ 7%
ol O, HO  OH,H,0 O HO (l)

P P bohydrate\\\
H,0 / H,0 / 1,0  OH Al e
Y Y N 7
—Ti—0——Ti—0-—-Ti<—0H,
/‘ X £\ Figure 11, Titanium-treated cellulose chelated and/or
H,00 0  HO 0 HO OH complexed along the length of its chains with various
aquo, chloroaquo, and chloro complex titanium specics
\W\\carbohydrate\\\ prevalent in solution.

A

44+
L
l L
L——Ti— 1. (Ti(H,0)g]4*
’L/ 1 ]

L = neulral ligand
(Ti(H,0)5CI1)3*  [Ti(H,0)CI4]~ [TiCI)?~

Figure 12. An example of complex ions.



o Ificiencia en la union:

= disponibilidad en la k. de grupos que acttien como
ligandos

= factores estéricos que permitan que dichos grupos
entren en contacto con los atomos del metal

= que los grupos activables no estén dentro del sitio
activo

= proximidad de las moléculas de E unidas en la matriz
polimérica



UNION COVALENTE

Método mas usado
Mix. 0,2 ¢ E/g matriz

Condiciones mas complicadas y menos suaves pero
tienen la ventaja de no perder la E en condiciones de

Tluly TISI.

En la union deben estar implicados grupos funcionales
de la E que no sean esenciales para la actividad
catalitica ®no hay que usar reactivos que acttien sobre
el sito activo de la E



Figure 3.4. The effect of covalent coupling on the expressed activity of an immobilised enzyme. (a)
Immobilised enzyme (E) with its active site unchanged and ready to accept the substrate molecule (S), as
shown in (b). (c) Enzyme bound in a non-productive mode due to the inaccessibility of the active site. (d)
Distortion of the active site produces an inactive immobilised enzyme. Non-productive modes are best
prevented by the use of large molecules reversibly bound in or near the active site. Distortion can be
prevented by use of molecules which can sit in the active site during the coupling process, or by the use of
a freely reversible method for the coupling which encourages binding to the most energetically stable (i.e.
native) form of the enzyme. Both (c) and (d) may be reduced by use of 'spacer' groups between the
enzyme and support, effectively displacing the enzyme away from the steric influence of the surface.



UNION COVALENTE

Ventajas:

1. La manipulacion de los derivados inmovilizados es sencilla;

2. La carga de enzima permanece constante después de la inmovilizacion;

3. Los derivados pueden utilizarse en reactores en continuo, empaquetados, de
lecho fluidizado o tanque agitado.

4. Una mayor resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura, de
los disolventes organicos o del pH, al estabilizarse su estructura terciaria.

Desventajas:

1. Es necesario conocer la densidad de grupos activos por unidad de supertficie,
ya que condiciona el niimero de uniones enzima-soporte y su geometria, que
puede ser distorsionante y conducir a derivados mactivos.

2. El proceso de inmovilizacion puede alterar la estructura del centro activo.
Para evitar esta posible alteracion, se realiza la inmovilizacion en presencia
de un mmhibidor que bloquee el centro activo

3. La inmovilizacion covalente no es aconsejable en aquellas enzimas muy
sensibles a cambios de pH, fuerza 16nica, etc.



UNION COVALENTE

Table 3.2 Relative usefulness of enzyme residues for
covalent coupling

Stability

Residue Content Exposure |Reactivity of couple Use
Aspartate + ++ + + "
Arginine + ++ - + .
Cysteine - + ++ : :
uCystine + - + + -
uGIutamate + ++ + + +
“Histidine + ++ + + +
uLysine ++ ++ ++ ++ 4
Methionine - - + - -
Serine ++ + + + +
Threonine ++ + + + +
Tryptophan - - - + -
Tyrosine + - + |+ +
C terminus - ++ + + +
uN terminus - ++ ++ ++ +
uCarbohydrate -~ ++ ++ + + +
‘lOthers -~ ++ - . -~ 4+ i




ENTRECRUZAMIENTO

* Se basa en la formacion de enlaces covalentes entre las
moléculas de E mediante reactivos multi o bifuncionales que
forman agregados tridimensionales entrecruzados totalmente
isolubles en agua y no necesitan soportes adicionales

e Reactivos: homobifuncionales, heterobifuncionales,
heteromultifuncionales

e Entrecruzante mas usado: GLUTARALDEHIDO, sus uniones

con E son irreversibles y sobrevivena T Ty T pH

{ + O=CH—(CH);—HC=0
Glutaraldehyde

| Cross-linked |

(CH); enzyme
molecules




ATRAPADO

e [.ocalizacion de una E dentro de la red espacial
de una matriz polimérica o una membrana =
evita la liberacion de proteina sin impedir la
penetracion de S

e | o /g de gel
* ¥ moléculas de S v P relativamente pequenas

e © organulos y células de distintos tamarios

poca pérdida de la actividad biologica



e Atrapado en geles

Localizacion de la E dentro de los espacios intersticiales de geles
poliméricos entrecruzados msolubles en agua.

- Precursores monomeéricos

= Precursores oligoméricos

e Atrapado en fibras

Atrapado de la E dentro de las microcavidades de tibras sintéticas
(técnicas de la produccion de fibras)

e Microencapsulado

I iInmovilizada en microcapsulas estéricas de 1 a 100 um



INMOVILIZACION DE ENZIMAS
SOLUBLLES

= Sin modificacion quimica de la E
Membrana impermeable a la E, permeable al P y a veces al S.
Permite contacto intimo de la E. con el S

= Con modificacion quimica de la E

Se preparan derivados de E solubles en agua para aumentar el
tamano molecular efectivo de la I para prevenir su liberacion de
los dispositivos de membrana y/o para mejorar las propiedades
mecanicas y de estabilidad operacional de la E



MATRICLES

e CARACTERISTICAS

Area superficial grande
Permeabilidad
Caracter hidrofilico

Insolubilidad

Estabilidad mecanica y
térmica
Alta ngidez

Tamano y forma de particula
adecuado

Resistencia al ataque
microbiano

Regenerabilidad

e CLASIFICACION
A De acuerdo a su composicion:
- ORGANICAS
- INORGANICAS
A De acuerdo a su morfologia:
- POROSAS
- NO POROSAS



CLASIFICACION
MORFOLOGICA

No porosas

Porosas

VENTAJAS

Limitaciones
difusionales bajas

Gran area superficial

Alta carga de enzima

Protecciéon contra el
entorno externo

DESVENTAJAS

Baja area superhicial. Poca
carga de enzima

Con el uso de particulas finas:

Diticiles de elimmar

Diaficiles de usar
continuamente

Velocidades de flujo Imitadas

Alta superficie interna de area
Altas limitaciones difusionales

Alto costo (poro controlado)



NS e w1

Clasificacion quimica
. ORGANICAS:

1. Polimeros naturales: Polisacaridos
1.

Celulosa

Almidén
Dextrano

Agar y agarosa
Dextrano
Alginato

Quitina y quitosan

Proteinas

Colageno
Gelatina
Albtimina

Seda

1. Materiales del carbon

2. Polimeros sintéticos: poliestireno y

poliacrilatos

1.
2.

INORGANICAS

Minerales

Materiales fabricados: vidrio no
poroso, vidrio de poro
controlado, 6xidos de metal con
poro controlado, metales

VENTAJAS DE LAS MATRICES
INORGANICAS:

-Resistencia mecanica elevada
-Estabilidad térmica

-Resistencia a solventes organicos
-Resistencia al ataque microbiano
-Facilidad de manejo

-Larga vida utl

-Facilidad de regeneracion



Inmovilizacion

QUIMICA
N v
Soportes Soportes
inorganicos Organicos
Materiales Naturales y Poli Poli
Manufacturados Organicos S;ltlept?;:: N:::::'::: Otros tipos
I ‘ l l v v
Materiales Bentonita e Poliolefinas Feat e Polisacaridos Alcohol
AL Piedra Pémez Acrilicos fibrosas polivinilico
[ Silice l l Poliamidas
" v Celulosa
Oxido de metales Poliacrilatos Colégeso Almidon
Oxido de vidrio Poliacrilamidas Poliestireno Qu rgti Dextranos
Aliumina Polimetacrilatos g shen Agar-agar
Ceramicas Agarosa
Gel de Silice Alginahos
Quitina
Chitosan

Figura 9. Esquema de los materiales mas utilizados en la inmovilizacién quimica de enzimas segun su

origen sean organicos o inorganicos y ejemplos. Elaboracién propia.



1.5

Enzyme
Activity, stability,
selectivity

A Carrier

Properties form, shape,
\A/- ore size, particle size
development

pH ripping, consecutive ™\ pH, lonic strength,
modification, washing, Temperature, loading and
binding chemistry

Tabla 6. Parametros caracteristicos para analizar enzimas inmovilizadas
Scheme 1.4 lllustration of general procedures for enzyme immobilization.

Caracteristicas

Parametros de Importancia

Soporte Caracteristicas  quimicas.  Bases  quimicas vy
composicion, grupos funcionales, posibles cambios en su
comportamiento, volumen accesibles de matriz, tamafno
de poro, estabilidad quimica del soporte.

Propiedades mecinicas. didmetro de la particula,
resistencia al flujo , velocidad de sedimentacidn, abrasion

Fuente. Arroyo (1998)



ELECCION DEL METODO DE
INMOVILIZACION

t%{> Se busca un procedimiento sencillo y barato con el que se

obtenga un producto que conserve la actividad y que tenga una
estabilidad operacional elevada

Characteristics Adsorption C}r::?:jilﬁgt Entrapment ctqﬁf?;z;igit
Preparation Simple Dhfficult Dhfficult Simple
Cost Low High Moderate High
Binding force Variable Strong Weak Strang
Enzyme leakage Yes Mo Yes Mo
Applicability Wide Selective Wide Very wide
Running Problems High | ow High High
Matrix effects Yes Yes Yes Mo
Large diffusional barriers Mo Mo Yes Yes
Microbial protection Mo Mo Yes Yes




EFECTOS DE LA INMOVILIZACION

- Cambios en la estabilidad:
- estabilizaci6n conformacional
- proteccion frente a proteasas
- no hay agregacion intermolecular
- alteracion del microentorno
- Efectos en la acividad enzimatica:
- pérdida total
- disminucion: - efectos ditusionales
- efectos electrostaticos
- impedimento estérico

- efectos en el microentorno



= APLICACIONES DE LA ENZIMAS
INMOVILIZADAS

Las aplicaciones mas importantes de las enzimas
inmovilizadas se pueden clasificar en:

1. Aplicaciones analiticas: biosensores

2. Aplicaciones médicas: tratamientos con enzimas
inmovilizadas

3. Aplicaciones industriales: en la industria quimica,
farmacéutica, alimentaria y de tratamiento de residuos.



biosensores




e Los biosensores son instrumentos hibridos que
transforman informaciéon quimica en una senal
analiticamente Gtil a través de un mecanismo
bioquimico

e Sistema receptor: componente biolégico que
interacciona especificamente con un dado analito

e Transductor fisicoquimico: amplifica la senal
resultante de la interaccion desde un nivel
molecular a uno macroscopico




170 A, Villaverde/ FEBS Letters 554 (2003 ) 169-172

A B

Generic biosensor Allosteric biosensor

Catalysis

o
N b O
' . catalc;sis K.i.
mEe '

' Biological Physical ' Receptor Active site
receptor transducer

Fig. 1. Generic biosensors (A) are hybrid devices including a biological component acting as the analyte-binding site, and a physicochemical
signal transducer that converts the specific interaction with the analyte into a macroscopic signal. Allosteric enzymatic sensors (B) respond to
spectfic effectors through variations (generally up to modulation) of the catalysis rate. In these compact blosensors, the enzyme itsell contains
both the receptor site and the signal transducer (the catalytic site). The signal is transmitted to the active site by conformational changes trig-
gered by the adaptive binding of the analyte, and the products monitored by standard analytical procedures. In general, the analyte enhances
the specific activity from moderate to high. Ldeally, the enzyme biosensor should be inactive but fully activable by the effector.



Caracteristicas de los Biosensores

Las principales necesidades que presenta este sector son el disponer de aparatos
compactos, portatiles capaces de realizar medidas en linea, controlar los procesos de
produccion y detectar un amplio rango de pardmetros de interés

- Alta sensibilidad para el andlisis de determinados analitos, incluso a concentraciones de partes por
billon.

- Alta selectividad para que el dispositivo interaccione solo con el compuesto de interés. Para ello se
necesitan elementos de reconocimiento muy especificos.

- Alta fiabilidad

- Tiempo de vida largo. Las nuevas alternativas basadas en moléculas biomiméticas cuentan con una
vida media mayor que los componentes biologicos.

- Bajo costo

- Tiempo de analisis corto que posibilite una actuacioén rapida en caso de detectar problemas

- Pretratamiento de la muestra innecesario. En determinados casos es imprescindible las etapas de
concentracion y purificacion (detecciéon de microorganismos patogenos)

- Manejo sencillo

- Andlisis en tiempo real. Esta caracteristica es importante en el control de procesos

- Portatiles (realizacion de analisis 1n situ)

- Automatizables. Facilita su integracion dentro de sistemas de monitorizacion de procesos
industriales.

- Miniaturizables

- Requerimientos operativos minimos. Es el caso de los biosensores que incorporan moléculas
biomiméticas.

- Capacidad de multi-andlisis. Determinacion de diferentes analitos de forma simultinea)

- Versatilidad que permite el disenio de dispositivos a la carta



CONSTRUCCION DE UN BIOSENSOR
COMPOMEMTES @ alimentatec.com

Sustancia
EcEranctvE e Elecirodo

Célula
Camble pH Semicarsducter
Electrods pH

Crganulo

Receptor Calor - Dutector T

Enzima

Contador
LT — fedanas

Anticuerpo

Dispasitivo

| pla Toalketrica
Ac. nucleico Cambio masa I
. Cispositivo 5PR

lonéforo

Clasificacion de Biosensores
Los biosensores se pueden clasificar de mdaltiples maneras en funcién de:
- La naturaleza del elemento de reconocimiento: enzima, orgdnulo, tejido o célula
completa, anticuerpo, receptor biolégico, dcidos nucleicos, aptdmeros, etc.
- Tipo de interaccidn entre el elemento de reconocimiento y el analito: sensores
biocataliticos y sensores de bioafinidad
- Método de deteccion de la interaccion. Directa o indirecto
- $istema de transduccidn: electroquimico, dptico, nanomecéanico, termométrico,
Piezoeléctrico (mdsicos, gravimétricos, actsticos), etc.



o Entre las ventajas que aporta un biosensor caben
destacar su especificidad, su alta sensibilidad, su rapida
velocidad de respuesta, simplicidad en la aplicacion y la
capacidad de monitorizacion continua.

e Estos dispositivos ademas presentan otras caracteristicas
interesantes: su capacidad de inclusidon en sistemas
integrados, su facilidad de automatizacion, su capacidad de
trabajar en tiempo real y su versatilidad, entre otras.

e El primer biosensor descripto fue desarrollado por Clark y
Lyon en 1962; se trataba de un sensor enzimatico que
determinaba la concentracion de glucosa en sangre



Tabla 3; Biosensores utilizados para la deteccion de distintos analitos

Analito Tipo biosensor

| Aditivos alimentarios

Generalmente se emplean Biosensores enzimaticos

Farmacos {tratamiento de
animales)

Biosensares de biozfinidad principalmente, combinados con
trandsductores Opticos de tipo SEP

Residuos de plaguicidas y
fertilizante s

+ Biosensores endmaticos (Fertilizantes y plaguicidas)
¢ Transouctores amperometncos v oplicos (Herbicidas)

Otros contaminantes

+ inmunosensores, biosensores enzimaticos y biosensores con
celulas completas (Compuestos organicos)

+ hiosensores gue iNCorporan microorganismos modificados
geneticamente y enzimas (metales pesados)

En ambos casos 03 sistemas de transduccion destacados son os

electroguimicos v Opticos

Biotaxinas

Biosensores basados en reacciones de bioafinidad, mediante sintesis
g anticuerpos especificos contra estas tOMNas 0 en reacciones

biocataliticas.

Microorganismos patogenos

+ Principaimente Diosensores de tipo inmunologico combinados con
transductores piezoeléctricos, dpticos, bioluminiscentes o ge
impedancia.

+ Tamblen deteccion indirecta mediante marcaje con fluorescencia,
deteccion de metabaolitos microbianos v deteccion electroquimica

+ Biosensores basados en ADN

Calidad alimentos {etanol,
glucosa, Amidon, colesterol,

acido folico...)

¢+ FBlosensores amperomeétricos, SPR, electroguimico.

Evaluacion de vida il
(determinacion de
politencles, dcidos grasos
de cadena corta, aminas,
histamina...)

¢+ Biosensores amperometricos, electroquimico, potencioméatrico.




BIOSENSORES PARA ANALISIS CLINICOS:
- Carbohidratos: glucosa (glucosa oxidasa)

GI O I 6 I H O Avuxiliary
ucosa + O, — glucono-o- actona + U5 immobissed Referencs  electod
criz\_f:ne elecirode
2 N
[ Gaskel Glucose + Oy

| 05 - T —_———

a uhs”! | f /

1 bk / f

= & | |

= 08 = f !

& o ! .

& g Immaobilised Polymer |

:_5 02 § * BNZyme barrif:*l :z'ﬂ;g‘i

g 01 g

3 S

2 ’ 0 bt Chetlied
T 0 00 200 300 400mgdl”!
Concentralion of glucose

S e . Fig. 2 Diagram of the glucose sensor showing the electrode configuration,
= 5l Figure 2. Calibration curves of the enzyme elec- the polymer barrier deposited onto the working electrode, and the surface
Figure 1. Schematic diagram of the enzyme elec- trode. - Preparation of the enzyme membrane whers the enzyme (ghucose oxidase] is immobilzed.
trode for the determination of glucose. and the determination were performed under .
I Oxygen electrode, 2 recorder, 3 Teflon mem- standard conditions.

brane. 4  glucose oxidase-polyvinylchloride
membrane (46 um). 5 nylon net, 6 sample solu-
tion, 7 water jacket, $ O-ring. |

- Aminoacidos: acido glutamico - A

(glutamato oxidasa) i R il
En general: L-aa oxidasa + electrodo <o e

de O, o Pt (H,0O,) — poco selectivo e

with mediator but no enzyme blood ower the electrodes

s 15 -
e e ¢ s e



BIOSENSORES PARA ANALISIS CLINICOS:

- Acidos organicos: lactato (lactato oxidasa)

piruvato (pir oxidasa, pir decarboxilasa, LDH)
- de alcohol (alcohol oxidasa)

- para lipidos (colesterol estearasa y colesterol oxidasa)

BIOSENSORES PARA PROCESOS Y ANALISIS AMBIENTALES:

500

uA
400
- sensores de H,0, ' - sensores para sacarosa
< 300
(catalasa) /
g Invertase
3 100L~/ Sucrose + H,0 >
| a- D-Glucose + D-Fructose (1)
0 0 G 09 T2 S,
Hy 0, concenlration
' . ) Mutarotase
Figure 10. Calibration curve of the H,0, sensor c«-D-Glucose —— > (- D - Glucose (2)
over the concentration range of 0-1.5 mmol L'
Lat pH 6.2
Glucose
Eilaians £- 1 -Glucose + 0 ——>
OTROS. Hp0p ————> H,0 + %oz oxidase
' D- Glucono~- 6-lactone + Hy0, (3)
- Monoaminas
- Hipoxantina
- Colina

- lones inorganicos



ENZIMAS ALOSTERICOS COMO BIOSENSORES PARA
DIAGNOSTICO MOLECULAR

El sitio alostérico actiia como el componente de reconocimiento y el sitio activo
como elemento transductor y la enzima entera integra ambas piezas a través de
Su propia estructura y transmite la sefal de unién a través de cambios
conformacionales

Allosteric site Activator Active site

Ejemplo: ) - =
) ] Catalytic dornain
PROTEASA NEURAL.: inspirado en el I Cataytic domains
principio de regulacion intraestérica N =y
nataor
:
Allosteric sita
Comgplemantary Allostaric site Activator Active sits
Cma

Figure 1 Represantation of intrasteric regulation. @, Intrastenc regulation of enzymes by
intramclecular interactions, through an intrasteric autoregulatory sequence (IARS) that iz
cortiguous with the catalytic domain. The enzyme is maintained in an inactive state

) : At through the binding of the |ARS | intramolecular fashion that masks the active site.
fnhibitor-DNA-enzyme (IDE) construct (laft) and the DNA hybridization- A"m”ti. Em.'"t.'”gh ® ’ t'” aT.'" rjmnef;a.r o 'ft“. thmasl i ofatﬁ:;::g
trizmered enzyme activation (rizht). IDE can be used to semse low osteric activation by an activatory ligand or pratein results in the release e

concentrations of complementary DNA because of its built-in eapacity for from the active site. b, Intrasteric regulation of homormeric enzymes by intemmalecular
signal amoplification wiz rapid substrate furnever. interactions, through an IARS in drans. The [ARS interacting with one subunit iz a part of

another subunit. €, Intrasteric regulation of heteromeric enzymes by intermolecular
interactions, through an intrasteric regulatory sequence (IBS) on a distinct subunit,

Figure 1. Schematic representation of an mfrastenically mactivated



