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МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ГЕНОВ 
В КЛАСТЕРЕ RPLKAJL-RPOBC ESCHERICHIA COLI 

В обзоре описаны механизмы регуляции экспрессии генов в кластере rplKAJL-rpoBC 
Ε. coli, осуществляемые на уровне транскрипции и трансляции. Рассмотрены, в част-
ности, функциональная роль структуры мРНК, структура регуляторных рибосомных 
белков, сопряженность· трансляции полицистронных мРНК, кодирующих эти белки, 
транскрипционный контроль в «т\ї»-области и аутогенная регуляция синтеза β- и β ' -
субъединиц РНК-полимеразы, а также особенности конструирования рекомбинантных 
ДНК, связанные с экспрессией этих генов. 

Гены кластера rplKAJL, расположенного в «rib-области на 88-й мину-
те хромосомы Е. coli, кодируют синтез четырех рибосомных белков: 
Lll, Ll, LlO и LT/L12 (рис. 1). Гены 52 известных к настоящему вре-
мени рибосомных белков Е. coli располагаются в 20 оперонах, кодиру-
ющих от одного до восьми рибосомных белков. Наибольшая часть 
белков (31) программируется «spc-str»- и «r ib-областями хромосомы 
[1—3], название которых является следствием традиционного генети-
ческого подхода к картированию генов рибосомных белков с исполь-
зованием для селекции маркеров ангибиотикоустойчивости. Помимо 
генов rplKAJL, «r ib-область содержит также гены гроВС, кодирующие 
синтез субъединиц ДНК-зависимой РНК-полимеразы Е. coli β и β' . 
Объединение генов rplJ, rplL, гроВ и гроС особенно характерно для 
бактерий. Как показал предпринятый Титтавеллой [4] анализ этого 
кластера, он высококонсервативен у Е. coli, Salmonella iyphimiirium, 
Siiigclla flexneri, Cilrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Serratia 
marcescetis, Proteus mirabile. 

Первые опыты по изучению организации генов в «rib-области хро-
мосомы основывались на данных, полученных с помощью трансдуци-
руюіцих фагов. После УФ-облучения клеток [5] изучали продукты 
экспрессии генов введенного в такие клетки трансдуцирующего бакте-
риофага. В результате экспериментального исследования in vitro про-
дуктов белкового синтеза, программируемых целым трансдуцирующим 
фагом или отдельными его фрагментами, было сделано заключение 
об организации генов «spc-str»- и «rib-областей хромосомы в оперопы. 
Конструирование рекомбинантного фага Xrijdi8 стало первоосновой для 
последующей серии рекомбинантных плазмид и позволило определить 
первичную структуру кластера генов rplKAJL [6]. 

Механизмы регуляции активности генов «rib-области хромосомы 
Е. coli были предметом нескольких детальных обзоров [1—3, 5, 7, 8] 
и продолжают представлять интерес в связи с возможностью еще бо-
лее детального выяснения ряда характерных особенностей функцио-
нальной организации и механизмов контроля экспрессии генов, обес-
печивающих, в частности, неэквимолярный синтез рибосомного белка 
L7/L12 по отношению ко всем остальным рибосомным белкам Е. coli. 
Несмотря на то, что транскрипция генов rplJL и гроВС осуществляется 
с одного промотора — PLIO, — данные гены разобщены аттенюатором 
транскрипции и представляют собой две независимые регуляторные 
единицы — рибосомные белки LlO и L7IL12 регулируются аутогенно на 
уровне трансляции регуляторним белком LlO (или комплексом его с 
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L7/L12), синтез же субъединиц РНК-полимеразы контролируется голо-
ферментом или комплексом субъединиц. Данная работа представляет 
попытку обзора экспериментальных данных о механизмах контроля 
экспрессии генов rplKAJL-rpoBC, полученных в последние годы. 

Модель регуляции по принципу обратной связи. Эксперимен-
тально показано, что синтез подавляющего большинства рибосомных 
белков Е. coli сбалансирован и находится в строгой зависимости от 
скорости роста и состава среды [9]. Моделью регуляции по принципу 
обратной связи, которая разработана на основе детального изучения 

Рис. 1. Генетическая кар-
та хромосомы Е. coli. Ука-
заны «spc-str» и «г I f» локу-
сы, расположенные на 73-й 
и 88-й минуте хромосомы 
соответственно. PLW, PL\O, 
PLI2, PP и Р$> — промото-
ры. Гены rplKAJL и гроВС 
кодируют синтез рибосом-
ных белков Lll, Llt LlO и 
L7/L12 и субъединиц Р Н К -
полимеразы β и β' . Карта 
приведена в соответствии с 
данными [1, 2] 

Fig. 1. Genetic map of the 
Ε. coli chromosome, showing 
location of the «spc-str» and 
«rif» .regions at the 73d and 
88th minutes of chromoso-
me, respectively. PLU, PL\O, 
PLU, P$, P$> — promoters . 
Genes rplKAJL and proRC 
encode the synthesis of ribo-
somal proteins Lllt Li, L10, 
L7/L12 and subuni ts β and 
β ' of the RiNA polymerase. 
The m a p is based on the da-
ta of [1, 2] 

генов, расположенных в «rif» и «зрс-8Іг»-областях хромосомы, удалось 
объяснить строгую координацию синтеза рибосомных белков (рис. 2, 
[7]) . Принципиально она заключается в том, что синтез рибосомных 
белков сопряжен со сборкой рибосом (рис. 2). Когда количество син-
тезированных рибосомных белков превосходит необходимое для сборки 
рибосом, некоторые из свободных белков, являющихся регуляторными, 
действуют в качестве трансляционных репрессоров для мРНК контро-
лируемых ими оперонов. Модель регуляции по принципу обратной свя-
зи была создана на основе результатов, полученных при изучении эф-
фектов повышения дозы генов [10], и затем получила подтверждение 
вследствие многочисленных экспериментов, проведенных как in vivo, 
так и in vitro [7]. Характерные черты функциональной организации 
генов, кодирующих синтез рибосомных белков Е. coli, как отмечается 
Номурой [7], заключаются в следующем: а) эти гены объединены в 
функциональные единицы, регулируемые на уровне трансляции мРНК 
репрессорным белком, который кодируется геном, расположенным в 
данной единице (рис. 3). Изучение организации «rib-области показа-
ло, что такие единицы могут быть в свою очередь объединены на уров-
не транскрипции. Так, например, тетрацистронный транскрипт генов 
rplJL-rpoBC инициируется промотором P l i o - На уровне трансляции 
каждый из оперонов — rplJL и гроВС — контролируется собственным 
регулятором: белком LlO и голоферментом РНК-полимеразы соответ-
ственно [1, 11, 12]; б) регуляторный (репрессорный) рибосомный бе-
лок взаимодействует в единственном сайте — последовательности-мише-
ни с полицистронной мРНК, регулируя трансляцию всех белков, коди-
руемых данной регуляторной единицей. Последовательности-мишени, 
как показано к настоящему времени, расположены, в основном, вблизи 
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сайтов инициации трансляции первого из генов данной регуляторнои 
•единицы; в) взаимодействие с репрессором блокирует трансляцию пер-
вого цистрона данной единицы и вследствие этого всех остальных 
дистронов, так как трансляция их сопряжена; г) экспериментальные 
данные позволяют заключить, что механизм репрессии на уровне тран-
сляции основывается на конкуренции за связывание с регуляторным 
белком участков м- и рРНК, имеющих сходную структуру [13]. Пред-

Р и с . 2. Схематическое изображение регуляции синтеза рибосомных белков Lll и Ll 
Е. coli по принципу обратной связи на уровне трансляции [7] . Гены rplKA кодируют 
синтез рибосомных белков Lll и Ll и транскрибируются в виде бицистронной матри-
цы. Трансляция обоих цистронов сопряжена и регулируется белком Lly имеющим спе-
цифический сайт взаимодействия с лидерной последовательностью м Р Н К перед цистро-
ном Lll. В случае избыточного д л я сборки рибосом количества свободных белков Lll 
и Ll последний блокирует трансляцию, во время синтеза ρ Р Н К и сборки рибосом сво-
бодные белки Lll и Ll связываются с ρ Р Н К , включаясь в рибосомы, и не препятст-
вуют таким образом трансляции м Р Н К 
Fig . 2. Schemat ic represen ta t ion of feedback regu la t ion at the level of t r a n s l a t i o n of 
r ibasomal pro te ins Lll and Ll [7] . Genes rplKA encod ing the synthes is of r -pro te ins 
Lll and Ll are t ranscr ibed as the bicistronic mRNA. Trans l a t ion of t he both c i s t rons is 

•coupled and regula ted by prote in Llt h a v i n g a specific b ind ing site in the m R N A leader 
sequence ups t r eam the Lll c is t ron. When the a m o u n t of f ree Lll and Ll p ro te ins ex-

c e e d s the necessary for r ibosome assembly Ll blocks t r ans l a t i on . D u r i n g the rRNA 
synthes i s and r ibosome assembly f ree prote ins Lll and Ll bound to th«e r R N A are in-
corpora ted into the r ibosomes and do not inhibit mRiNA t r a n s l a t i o n 

почтительно репрессорные белки связываются с рРНК, формируя рибо-
сому, однако синтезируясь в избыточном количестве, они получают 
определенную возможность взаимодействия с последователыюстью-
мишеныо на мРНК. 

Открытие регуляции активности генов, кодирующих синтез рибо-
сомных белков, по принципу обратной связи заставило пересмотреть 
предшествовавшее представление о том, что эта регуляция, зависящая 
от скорости роста клеток, осуществляется на уровне транскрипции 
[14—16]. В соответствии с новой интерпретацией, предложенной Миу-
рой и др. [17] и Номурой с соавт. [3], мРНК рибосомных белков обыч-
но синтезируется в избытке и, таким образом, экспрессия генов рибо-
сомных белков транскрипционно не лимитируется. Синтез рибосомных 
белков ограничен количеством компонентов рибосомы (обычно рРНК) 
посредством механизма контроля по принципу обратной связи. Вывод 
о том, что зависимость синтеза рибосомных белков от скорости роста 
клеток не контролируется на уровне транскрипции, подтвердился эле-
гантными экспериментами in vivo, в которых для определения эффек-
тивности промоторов при варьировании скорости роста клеток проводи-
лось их слияние с детекторными генами [17, 18]. Еще более яркое под-
тверждение этого было получено в лаборатории Номуры с помощью 
мутации в лидерной последовательности мРНК белка Lll. Данная 
мутация MN 2 является заменой 2 пар оснований (п. о.), нарушающей 
вторичную структуру последовательности-мишени регуляторного белка 
Li. После переноса мутации в хромосому в зависимости от условий 
роста клеток измерялась скорость синтеза белков Ll и LlL В клетках, 
несущих мутацию MN2, наблюдалась сверхпродукция обоих белков, 
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причем соотношение скорости их синтеза и скорости синтеза тоталь-
ного белка не зависело от скорости роста. 

Эксперименты по изучению эффекта дозы генов рибосомных бел-
ков [10, 19, 20] показали, что скорость синтеза мРНК рибосомных 
белков увеличивается пропорционально количеству копий генов, при 
этом стационарное количество мРНК увеличивается лишь очень незна-
чительно. Как уровень трансляционной репрессии, так и скорость рас-
пада мРНК рибосомных белков возрастает с уменьшением скорости. 

Рис. 3. Схематическое изображение оперонов рибосомных белков [3]. Регуляторные 
белки, контролирующие экспрессию генов in vivo и in vitro, выделены рамками. Ука-
зано положение промоторов (P) , гены представлены кодируемыми белковыми продук-
тами. Условные обозначения: « + » — специфическое ингибирование синтеза; « - - · » - -
отсутствие заметного влияния регуляторного рибосомного белка; « ± » — слабое инги-
бирование синтеза; ( + ) — п р е д п о л а г а е м о е ингибирование in vivo\ ND— не определено 

Fig. 3, Schemat ic d r a w i n g of r ibosomal protein operons [3]. P ro te ins r egu l a t i ng gene 
expression are boxed. Genes are represented by the encoded proteins, location of pro-
mote rs (P) is indicated. The fo l lowing symbols are used to show: « + » , s ign i f ican t in-
hibition; «—», absence of s ignif icant inhibition; « + » , weak inhibit ion; «( + )»» inhibition 
assumed to occur in vivo; ND1 is not determined 

роста. Таким образом, возник вопрос о том, стимулирует ли связыва-
ние мРНК с трансляционным репрессором деградацию мРНК, или же 
увеличение скорости деградации мРНК является простым следствием 
ингибирования ее трансляции. Ответ на него был недавно получен с 
помощью опытов на трех штаммах Е. coli: 1) штамме, содержащем 
плазмиду с ненарушенным сайтом взаимодействия с репрессорным бел-
ком Li; 2) штамме, содержащем плазмиду с мутацией MN2, нарушаю-
щей контроль регуляторным белком Lly а также 3) штамме с плазми-
дой, несущей дополнительную мутацию в участке связывания рибосом, 
нарушающую инициацию трансляции в вышеуказанном мутантном 
опероне. Было показано, что период полужизни мРНК Lll возрастал 
во втором штамме и был коротким в третьем [7]. Оказалось, что свя-
зывание с репрессорным белком само по себе не стимулировало дегра-
дации мРНК. Скорее, по мнению авторов [7], стимулирование дегра-
дации трансляционно репрессированной мРНК происходило вследствие 
ингибирования инициации трансляции, вероятно из-за того, что мРНК, 
не защищенная связыванием с рибосомой, оказалась легкодоступной 
для клеточных нуклеаз. Предполагается [7], что стимулирование ско-
рости деградации мРНК в результате связывания ее с репрессорными 
белками может иметь отношение к обеспечению эквимолярности синте-
за рибосомных белков в мультицистронных оперонах. В основе коор-
динированного и сбалансированного синтеза рибосомных белков, коди-
руемых генами одного и того же оперона, лежит трансляционное со-
пряжение и регуляция проксимальных и дистальных цистронов единым 
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регуляторним белком. Однако, если эффективность сопряжения in vivo 
не полная, в конечном счете это может привести к накоплению боль-
шого избыточного количества синтезирующихся белков, кодируемых 
дистальными генами оперона. Возможно, структура интактной мРНК 
рибосомных белков обеспечивает доступность их в отсутствие трансля-
ции действию специфических нуклеаз, исключая тем самым нерегули-
руемый синтез белков, программируемых дистальными цистронами [7]. 

Функциональная роль структуры мРНК. Последовательности-ми-
шени регуляторных белков. мРНК L11-L1. Первые эксперименты, про-
веденные in vitro, показали, что добавление в ДНК-зависимую систему 
синтеза белка очищенного белка Ll специфически блокирует синтез 
как самого белка Ll, так и белка Lll1 кодируемого одной с ним бици-
стронной мРНК [21]. Ингибирующий эффект суперпродукции регуля-
торных рибосомных белков был подтвержден и проведением опытов 
с помощью рекомбинантных мультикопийных плазмид, программирую-
щих повышенный синтез белков Ll (регуляторного для rplKA оперона) 
и LlO (регулирующего трансляцию бицистронной матрицы LlO-
L7/L12). Введение в клетки Е. coli мультикопийных плазмид — 
продуцентов белков Ll и LlO — приводило к подавлению экспрессии 
хромосомных генов rplK (белок Lll) и rplL (белок L7/L12) соответ-
ственно. Последующие эксперименты позволили локализовать последо-
вательности-мишени на мРНК, обеспечивающие связывание регулятор-
ных рибосомных белков. 

Сайт-мишень для рибосомного белка Ll был обнаружен в первых 
160 основаниях бицистронной мРНК Lll-Ll [22]. Добавление в систе-
му in vitro очищенной 23S рРНК снимало ингибирование белком Lli 
подтверждая таким образом правильность гипотезы о конкурентном 
связывании регуляторного рибосомного белка с последовательностями 
на 23S рРНК и мРНК. В конечном счете с помощью таких экспери-
ментов удалось показать сопряженность трансляции белков Lll и Li. 
Это было первым свидетельством в пользу данного явления в оперонах, 
кодирующих рибосомные белки, и послужило основой для предположе-
ния о том, что именно такой механизм может контролировать эквимо-
лярность синтеза всех рибосомных белков, котранскрибируемых в 
данном конкретном опероне. Сравнение вторичной структуры лидерной 
последовательности мРНК Lll-Ll и сайта связывания белка Ll на 23S 
рРНК выявило поразительную гомологию [23, 24] в двух участках, 
каждый из которых содержит район с двуспиральной структурой. Деле-
ционный мутагенез [25, 26] показал, что нарушение первого из спира-
лизованных участков в лидерной последовательности мРНК Lll-Ll не 
влияет на трансляционную регуляцию белком Li. Изменение же струк-
туры второго, напротив, полностью нарушило регуляцию белком Li, в 
результате чего добавление этого белка не оказало влияния на экс-
прессию генов rplKA, клонированных на мультикопийной плазмиде. 
Для детального выяснения роли отдельных G—С-пар во втором спи-
рализованном участке использовали сайт-специфический мутагенез, 
подтвердивший их регуляторную функцию на уровне трансляции мРНК. 
Анализ второго спирализованного участка мРНК Lll-Ll с помощью 
сгруктуро-специфических нуклеаз, подтвердил критическую роль дан-
ной области мРНК [1]. Большинство мутаций, влияющих на регуля-
цию rplKA оперона Ll белком [27], затрагивали нуклеотиды 48—54 
и 74—76, позволяя рассматривать эту область как существенную для 
регуляции белком Li. Выяснилась также важная роль некоторых 
уридиновых остатков в районе 40-го нуклеотида. Экспериментальные дан-
ные [27] свидетельствуют о том, что в 23S рРНК существуют G—С-па-
ры в позициях 2127—2129 и 2159—2161, которые сохраняются филоге-
нетически [24]. Исходя из этих данных, было высказано предположение, 
[27], что подобная 23S рРНК G—С-стеблевая структура должна фор-
мироваться и в лидерной последовательности мРНК (нуклеотиды 
49—51 и 74—76) и является существенной для трансляционной регуля-
ции белком Ll [24, 25, 27]. Применение структуро-специфичпых нук-
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леаз для анализа лидерной последовательности мРНК Lll [28] под-
твердило наличие такой структуры. Исследование точечных мутаций 
выявило, что особенно важное значение для регуляции белком Ll име-
ют нуклеотиды в позициях 48, 52, 53 и 54. Неспаренное основание А 5 з , 
по предположению Томаса и Номуры [27], может непосредственно 
участвовать во взаимодействии с белком Li. Результаты мутационного 
анализа и сравнения структуры лидерной последовательности мРНК 
Lll для P. vulgaris и S. marcescens [29] и сайтов связывания Ll белка 
на 23S рРНК P- vulgaris и В. stearothermophilus [23] позволили сде-
лать вывод о структурной гомологии рРНК и мРНК, обеспечивающей 
регуляцию белком Li. Такая же структура сохраняется и в презумп-
тивном Ll связывающем сайте 28S рРНК из Xenopus .[24]. 

Изучая структуру лидерной последовательности мРНК Lll с помо-
щью ссс- и ^^-специфичных нуклеаз, Керни и Номура [28] сделали 
заключение о том, что рибосомо-связывающий участок мРНК Lll (нук-
леотиды G99—G102) находится вблизи, но не включает трех G—С-пар, 
важных для регуляции; инициаторный кодон A i i i U G i i 3 соседствует или 
находится вблизи района слабого спаривания (основания 57—61 и 
111 —107), предположительно важного для регуляции. Возможно, что 
регуляторный белок может стабилизировать прямо или непрямо вто-
ричную структуру, препятствуя инициации трансляции [28]. Вторым 
вариантом регуляции может быть связывание репрессорного белка Ll 
с протяженным стеблевым участком с общей последовательностью 
GGGAG, достаточное для предотвращения взаимодействия рибосом с 
последовательностью Шайна — Далгарно по стерическим причинам. 

мРНК L10-L7/L12. Первое указание на аутогенную регуляцию 
синтеза рибосомных белков LlO и L7/L12 на посттранскрипционном 
уровне было получено в экспериментах по изучению эффекта дозы гена 
rplJ [30]. Далее было показано, что белок LlO или комплекс его с 
L7/L12 действует как репрессор трансляции для себя самого, а также 
для L7/L12 [30—33]. Эксперименты in vitro продемонстрировали, что 
ингибирование белком LlO происходит до образования первой пептид-
ной связи [34] и что он регулирует трансляцию, связываясь с мРНК 
вблизи сайта инициации трансляции гена rplJ [33]. Выделены мутан-
ты, у которых изменения в лидерной последовательности перед геном 
prlJ блокировали регуляцию на уровне трансляции [35]. 

Детальный анализ серии мутаций, нарушающих регуляцию синтеза 
β-галактозидазы, кодируемой модельным геном rplJ-lacZ [35] показал, 
что области, критические для эффективности трансляции мРНК и ре-
гуляции трансляции этой мРНК белком-регулятором, тесно взаимосвя-
заны и расположены в центральной части лидерной последовательности 
мРНК, 70—195 основаниями выше кодона ATG гена rplJ. Делеция 96 
оснований выявила необходимость центральной области лидерной по-
следовательности для эффективной трансляции. Присутствие в реком-
бинантной плазмиде такой делеции полностью исключало экспрессию 
гена rplJ-lacZ. Таким образом, район, удаленный на 100 оснований и 
более, оказывал сильнейшее влияние на эффективность трансляции. 
Авторы высказали предположение о том, что сложная вторичная струк-
тура мРНК в лидерном участке может иметь отношение к обеспечению 
неэквимолярного синтеза белков LlO и L7/L12. С помощью плазмиды, 
обеспечивающей повышенный синтез белка LlO1 летальный для клеток-
хозяев, были получены мутанты, нарушающие трансляцию гена rplJ. 
Анализ нуклеотидной последовательности позволил выделить два клас-
тера этих мутаций. Оба они расположены в лидерной последователь-
ности, примерно посередине между промотором Рью и структурной 
частью гена rplJ. Четыре из охарактеризованных мутаций представля-
ли собой точечные замены в районе, потенциально способном образо-
вать устойчивую шпилечную структуру, и располагались примерно на 
90 нуклеотидов перед началом кодирующей последовательности белка 
L10. Три из этих мутаций нарушали потенциальные G—С-пары, чет-
вертая располагалась в петле. Две остальные мутации локализовались 
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примерно на 70 нуклеотидов выше шпилечной структуры и нарушали 
область Шайна — Далгарно. Таким образом, изученные мутации поз-
волили выявить область лидерной последовательности, регулирующую 
эффективность трансляции мРНК rplJ. По предположению Фила и др. 
[36], обнаруженные мутации изменяют структуру мРНК, имитируя ин-
гибирование трансляции, происходящее при связывании мРНК с регу-
ляторным белком. Измерение константы связывания комплекса белков 
LlO и L7/L12 с лидерной последовательностью мРНК rplJ (с двумя 
точечными мутациями в 1548 и 1634 позициях) обнаружило полное на-
рушение связывания, обусловленное первой заменой и сильно редуци-
рованное — в случае второй. На основании обнаруженного эффекта 
авторы [37] предложили модель вторичной структуры лидерной после-
довательности мРНК rplJ, которая предполагает наличие двух форм, 
обеспечивающих возможность и невозможность ее трансляции в ре-
зультате взаимодействия с регуляторным белком LlO или комплексом 
•белков LlO и L7/L12. Для изучения участка мРНК, вовлеченного во 
взаимодействие с регуляторным белком LlO или комплексом его с бел-
ком L7/L12, Клими и Фризеном был сконструирован набор мутантов 
лидерного района мРНК rplJ с помощью олигонуклеотид-направлен-
ного мутагенеза [38]. Из полученных мутаций несколько представля-
ют собой делеции, другие — серию точечных замен. Все отобранные 
мутации нарушают регуляцию белком LlO и располагаются в структу-
ре стебельного участка, локализованного на 140 нуклеотидов выше 
сайта инициации трансляции. Структура включает 12 спаренных нук-
леотидов, 4 основания, образующих стебель и петлю, и 6 оснований 
петли. Предполагается, что точечные мутации, нарушающие «feedback» 
регуляцию, нарушают и вышеуказанную структуру. В псевдоревер-
тантах отобранных мутаций, полученных комбинированием пар точеч-
ных мутаций, восстанавливалась структура мРНК и регуляция бел-
ком-репрессором. В результате проделанного эксперимента была опре-
делена область вторичной структуры мРНК грі], необходимая для 
осуществления «feedback» контроля. Делеция шести нуклеотидов в 
петле в положении 1570—1575 значительно уменьшает «feedback» ре-
гуляцию, делая правомерным вывод о необходимости этой структуры 
для связывания белка-регулятора. Эта же структура оказалась за-
щищенной от химической модификации в результате связывания с 
комплексом белков LlO и L7/L12. 

Структура регуляторных рибосомных белков. Наличие белков-
регуляторов, способных вследствие связывания со специфическим сай-
том мРНК данного оперона блокировать ее трансляцию, стало причи-
ной многочисленных попыток определения структуры мРНК, необходи-
мой для связывания с белком, вызвав интерес и к областям самих 
регуляторных белков, важных для этого взаимодействия. На основании 
летального для клеток-хозяев эффекта суперпродукции белка LlO с 
делегированными 20 аминокислотными остатками в С-концевой области 
,можно заключить, что данный С-концевой сегмент несуществен для 
специфического взаимодействия регуляторного LlO белка с мРНК rplJ 
[39]. При конструировании более протяженных делеций в С-концевой 
части белка, однако, было установлено, что указанный сегмент пред-
ставляет собой максимальную порцию белка LlOy не имеющую значе-
ния для «feedback» контроля [40]. Удаление последующих двух амино-
кислотных остатков Lysi42 и Glui43 и замена их на Gln сделали белок 
LlO перегуляторноспособпым. Делеции, сконструированные нами в N-
концевой области, выявили, что регуляторная способность белка LlO 
сохраняется при удалении двух и нарушается удалением И аминокис-
лотных остатков. Можно, следовательно, предположить, что аминокис-
лоты Lys i42 и Glu143 являются критическими, и, по-видимому, находят-
ся в сайте белка LlO, непосредственно вовлеченном во взаимодействие 
с последовательностью-мишенью на мРНК rplJ. Возможно, для такого 
взаимодействия существенны более чем два N-концевых аминокислот-
ных остатка. Первичная структура нуклеотидов и аминокислот бел-
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ков — аналогов LlO из филогенетически родственных E. coli микроор-
ганизмов к настоящему времени не установлена, что делает пока не-
возможным сравнение доменов белка LlOy необходимых для регуля-
ториой'функции в Е. coli и близкородственных прокариотах. Показано 
[29], что белок Ll Е. coli может осуществлять аутогенный контроль 
в оперонах Lll S. marcescens и P. vulgaris, гены которых организова-
ны аналогично Е. coli. Сравнение первичной структуры нуклеотидов и 
аминокислот выявило большую консервативность первичной структуры 
Ll белков S. marcescens и P. vulgaris в сравнении с Е. coli. Белки Ll 
из этих микроорганизмов могли осуществлять регуляцию трансляции 
в rplKA опероне Е. coli. 

Сопряженная трансляция бицистронных мРНК Lll-Ll и L10-L7/ 
/L12. Накопленные к настоящему времени экспериментальные данные 
однозначно свидетельствуют о том, что в полицистронных мРНК, коди-
рующих синтез рибосомных белков Е. coli, трансляция дистальных 
цистронов сопряжена с проксимальными. Благодаря наличию такого-
механизма становится возможной регуляция трансляции полицистрон-
ной мРНК единым белком-репрессором, взаимодействующим с последо-
вательностью-мишенью вблизи области инициации трансляции первого 
цистрона. Опыты с использованием рекомбинантных плазмид, содержа-
щих гены Lll оперона под контролем промотора Iacy показали, что де-
леции, нарушающие сайт инициации трансляции гена г ρ IK (белок Lll)y 
нарушают и синтез продукта дистального гена rplA — белка Li. При 
этом заметного снижения транскрипции мРНК Lll не происходило 
[25]. В последующих экспериментах, проведенных с помощью влияю-
щих на трансляцию мРНК rplKA мутаций [41], были исследованы ха-
рактерные ее особенности. В частности, было показано, что сайт ини-
циации трансляции мРНК Ll обладает всеми элементами, необходи-
мыми для узнавания свободными рибосомами, и в этом смысле 
является потенциально активным инициаторным сайтом. В плазмиде 
с амбер-мутацией 27 нуклеотидами выше инициаторного кодона, транс-
ляция дистального цистрона Ll оказалась более эффективной, чем 
проксимального цистрона Lll. Следовательно, в инициации трансляции 
цистрона Ll участвовали свободные рибосомы из пула клетки. С дру-
гой стороны, делеция в вышележащем районе вплоть до 29-го нуклео-
тида левее кодона AUG оказывала «демаскирующий эффект», удале-
ние же последующих трех нуклеотидов усилило его еще более. Инте-
ресно, что точечные мутации, локализующиеся между позициями 501 
и 511, превращали неактивный инициаторный сайт Ll в активный. Исхо-
дя из этого авторы однозначно заключили, что отсутствие необходимых 
для узнавания рибосомами сигнальных последовательностей не препят-
ствует независимой от проксимального цистрона Lll инициации транс-
ляции мРНК Li. В основе наблюдаемого эффекта лежат структурные 
особенности бицистронной мРНК, мешающие независимой трансляции 
мРНК Li. При получении точечных мутаций установлено, что в фор-
мировании этих особенностей участвуют некоторые основания G. 

Несмотря на существование определенных мутаций, приводящих 
к высокой эффективности независимой инициации трансляции мРНК 
Lly сопряженная трансляция в интактном опероне является механиз-
мом, обеспечивающим высокую эффективность трансляции дистального 
цистрона и эквимолярное соотношение синтеза белков Lll и Ll [41]. 
Области мРНК, вовлеченные в обеспечение «маскировки» сайта ини-
циации Lly были локализованы авторами выше последовательности 
Шайна — Далгарно цистрона Lly т. е. рибосомы, транслирующие выше-
лежащий цистрон Llly оказываются очень близко к сайту инициации 
«демаскированного» цистрона Li. Все мутации, полученные в результа-
те действия азотной кислоты и влияющие на трансляционное сопряже-
ние Lll и Ll цистронов, размещены в области —25 15 относитель-
но кодона ATG Ll и представляют собой транзиции G-^A. Интересно 
обсуждение авторами [41] возможности участия антисмысловой РНК, 
комплементарной интергенной области мРНК гр1КАу в маскировке 
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сайта инициации трансляции Li. Предшествующие опыты по синтезу 
мРНК Lll-Ll с промотора фага SP6, где возможность влияния анти-
смысловой РНК исключалась, послужили основанием для вывода об 
отсутствии регуляторной функции антисенс РНК в интактном опероне 
rplKA [41]. В случае трансляции мРНК rplJL ясно, что для обеспече-
ния избыточного синтеза белка L7/L12, кодируемого вторым геном 
оперона rplL, необходима независимая инициация трансляции мРНК 
rplL. В отличие от небольшого расстояния (3 нуклеотида), разделяю-
щего цистроны гplK и rplA [6], гены rplJ и rplL разделены 66 п. о. 
Однако, как и в случае других оперонов рибосомных белков Е. coli, 
трансляция мРНК rplJL регулируется взаимодействием репрессорного 
белка LlO [31, 32, 42] или комплексом его с белком L7/L12 [38] и 
последовательностью-мишенью вблизи сайта инициации трансляции 
мРНК L10. Согласно предположению Сора и др. [41], в данном случае 
трансляция проксимального цистрона LlO обеспечивает «демаскиров-
ку» сайта инициации трансляции второго цистрона (L7 /L12 ) , с кото-
рым, таким образом, связываются в основном свободные рибосомы из 
клеточного пула [42]. Сопряженность трансляции в обеих полицист-
ронных мРНК rplKA и rplJL, результатом которой, однако, является 
различное соотношение белков, программируемых каждым цистроном 
в бицистронных мРНК, стала основанием для выделения двух классов 
трансляционного сопряжения: сопряжения с эквимолярным синтезом, 
как в случае оперона rplKA, и последовательной трансляции, для 
rplJL [22]. 

Механизмы регуляции, обеспечивающие неэквимолярный синтез 
белков LlO и L7/L12. Определение первичной структуры кластера 
генов rplKAJL Ε. coli [6] показало, что области Шайна — Далгарно 
этих генов содержат последовательности GGAG для генов rplA и rplJ, 
и GAGG и AGGA — для генов rplK и rplL соответственно. Поэтому, по 
мнению Поста и др. [6], очевидной корреляции между структурой об-
ласти Шайна — Далгарно и большей эффективностью экспрессии гена 
rplL не существует. Неэквимолярный синтез белков LlO и L7/L12 стал 
причиной пристального внимания к внутреннему промотору Рглч, рас-
положенному в интегральной области rplJL оперона [43—46, 49]. Кон-
струирование рекомбинантных плазмид для измерения силы промотора 
P l \2 [43, 44, 47], а также данные Sl-картирования [49] явились одно-
значным свидетельством того, что данный промотор не может обеспе-
чить 4-кратного молярного избытка синтезирующегося L7/L12 рибо-
сомного белка. Исследование механизмов регуляции активности генов 
rplJL путем функционального слияния с геном IacZ [47] обнаружило 
ряд закономерностей. При транскрипции генов rplJ'-lacZ и rplLr-lacZ 
с промотора одинаковой силы активность β-галактозидазы, обеспечи-
ваемая первым геном, была в 5—10 раз ниже, чем для второго гена. 
Превосходство экспрессии гена rplLr-IacZ увеличивалось с увеличени-
ем длины 5'-концевого фрагмента гена rplLy присоединяемого к IacZ. 
Для наиболее коротких фрагментов rplJ и rplL, сливаемых с IaeZy пре-
восходство уровня экспрессии гена rplL также сохранялось, становясь, 
однако, менее значительным. Полученные данные дали основание 
предположить, что 4-кратный избыток белка L7/L12 может обеспечи-
ваться более эффективной трансляцией мРНК rplL. Такое отличие в 
эффективности трансляции может быть прямым следствием влияния 
вторичной структуры мРНК, эта возможность исследуется нами в на-
стоящее время. 

В последние годы появилось много данных о регуляции активности 
прокариотических генов in vivo антисмысловой Р Н К [48]. С этой точки 
зрения представляется интересным изучение такой возможности для 
rplJL оперона Е. coli, в частности для обеспечения неэквимолярного 
синтеза продуктов генов rplJ и rplL. Сконструированные нами реком-
бинантные плазмиды, продуцирующие антисенс rplJ РНК, показали, 
что снижение экспрессии гена rplJ под влиянием антисмысловой Р Н К 
возможно, но требует большого избытка ее по сравнению со смысловой 
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РНК. Учитывая такое требование для модуляции уровня экспрессии 
гена rplJ с помощью антисенс Р Н К в интактном опероне rplJL Ε. coli, 
последний должен содержать промотор с эффективностью, не меньшей, 
чем P l i 0 и инициирующий транскрипцию в противоположном ему 
направлении. 

Анализ продуктов транскрипции в rplJL опероне свидетельствует 
об отсутствии гетерогенности 3'- и 5'-концов бицистронной м Р Н К 
L10-L7/L12 [49]. Это дает основание полагать, что избыточный синтез 
белка L7/L12 не является результатом большей стабильности кодиру-
ющего его цистрона мРНК по сравнению с цистроном L10. 

Транскрипционный контроль экспрессии генов rplKAJL-rpoBC. 
Изучение регуляции транскрипции генов «rib-области хромосомы 
Е. coli в настоящее время позволяет сделать некоторые окончательные 
выводы. Исследование продуктов транскрипции в кластере генов 
rplKAJL-rpoBC, проведенное Даунингом и Деннисом [49], основыва-
лось на тщательном картировании транскриптов с помощью Sl-нукле-
азы. Результаты его показали, что наиболее обильным является тетра-
цистронный транскрипт генов rplKAJL величиной 2660 нуклеотидов. 
Менее обильны бицистронные транскрипты rplKA и rplJL протяжен-
ностью примерно 1300 нуклеотидов, инициируемые соответственно 
промоторами ΡΙΛι и PL\0. Инициации транскрипции в интергенной об-
ласти rplJL, содержащей промотор Рl12, не обнаружено. Сравнение эф-
фективности промоторов, расположенных в кластере генов rplKAJL-
гроВС, путем конструирования рекомбинантных плазмид показало, что 
наиболее эффективным в ней является промотор PLIU который на 35 % 
превосходит по силе Рl10 [43]. Минорные П р О М О Т О р Ы Ры2> P β И Ρ β 
значительно уступают по эффективности основным, которая в случае 
PL 12 составляет лишь 8 % в сравнении с PLio [44]. Биологическое зна-
чение минорных промоторов окончательно не выяснено. 

Экспериментально доказано [50], что промотор Рыо в присутствии 
вышележащего промотора PL\\ не проявляет своей максимальной эф-
фективности. Аналогично этому, в «spc»-onepoHe низлежащей промотор 
не функционирует в полную силу при наличии промотора «spc» [1]. 
Данное явление получило название промоторной «окклюзии». 

Интергенное пространство, разделяющее rplL и гроВ гены, содер-
жит аттенюатор транскрипции и последовательность, узнаваемую 
РНКазой III при процессинге мРНК [ Н ] . Большинство транскриптов 
терминируется в интергенной области rplL-rpoB, примерно на 72 нук-
леотида ниже гена rplL [51]. На эффективность терминации транскрип-
ции аттенюатором оказывают влияние продукты генов Rho и nusA. 
Экспериментально такая терминация подтверждена Sl-картированием 
и сиквенсом транскрипта, З'-конец которого расположен на 69 п. о. 
ниже rplL [51]. 20 % транскриптов продолжаются через аттенюатор, , 
частота терминирования зависит от ряда факторов [52—54]. Аттенюа-
тор транскрипции снижает на 80 % транскрипцию низлежащего гена 
гроВ по сравнению с геном rplL [45], обеспечивая таким образом соот-
ношение синтеза рибосомных белков, кодируемых генами rplJL, и субъ-
единиц β и β ' РНК-полимеразы, равное 1 : 4 : 0 , 2 : 0 , 2 [1]. Транскрип-
ты, не терминируемые аттенюатором, подвергаются впоследствии про-
цессингу РНКазой III. Помимо регуляции уровней экспрессии генов 
«гії»-оперона предполагается возможное участие аттенюатора в моду-
ляции степени эффективности терминации, позволяющее клетке при-
вести количества РНК-полимеразы в соответствие с физиологически 
необходимым для оптимальной транскрипционной способности [11]. 
Делеции аттенюатора привели к существенному увеличению транскрип-
ции гена β-субъединицы [11]. Установлено [55], что рифампицин, час-
тично ингибируя общий синтез РНК, оказывает сильный стимулирую-
щий эффект на транскрипцию генов гроВС, при этом лишь незначи-
тельно активируя транскрипцию соседствующих генов rplKAJL, 
Детальное исследование механизма действия рифампицина привело к 
заключению о том, что он вызывает транскрипцию через терминатор-
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содержащие последовательности. Методом слияния с геном Iac участ-
ков «rib-области было показано наличие минорного промотора Ρβ, а 
также дополнительного терминатора транскрипции, разделяющего 
опероны rplKA и rplJL [55]. 

Аутогенная регуляция синтеза β- и β'-субъединиц РНК-полиме-
разы. Многочисленные эксперименты, проведенные in vivo и in vitro, 
показали, что синтез β- и β'-субъединиц РНК-полимеразы регулиру-
ется аутогенно. На основании изучения мутантов, дефектных по сборке 
голофермента РНК-полимеразы, было высказано предположение о том, 
что регуляция синтеза субъединиц РНК-полимеразы может контроли-
роваться голоферментом ИЛИ промежуточным продуктом сборки Ο β̂. 
С помощью конструирования рекомбинантных плазмид было исследо-
вано влияние ряда факторов, в том числе делеций, в интергенной об-
ласти rplL-rpoB на экспрессию гена гроВ. Делеции последовательно-
стей, окружающих сайт процессинга РНКазой III, приводили к 
80—90 %-ному снижению эффективности трансляции мРНК β-субъеди-
ницы РНК-полимеразы. Сам по себе процессинг мРНК не оказывал 
влияния на уровень экспрессии гена гроВ. Уровень транскрипции 
мРНК гена гроВ не отличался в штамме, дефектном по активности 
РНКазы III, и штамме дикого типа. Таким образом, было показано, 
что область, расположенная между нуклеотидами 2729 и 2890, необхо-
дима для эффективной трансляции мРНК β-субъединицы РНК-поли-
меразы. Предполагается [11], что данная последовательность может 
участвовать в формировании структуры мРНК, необходимой для свя-
зывания с рибосомой и инициации трансляции в β-цистроне, а также 
для снижения эффективности этой трансляции в случае, когда β-субъ-
единица продуцируется в количестве, превосходящем необходимое для 
сборки РНК-полимеразы. 

В отношении оперонов, кодирующих рибосомные белки, предпола-
гается, что эффективная трансляция полицистронной мРНК достига-
ется за счет сопряженности трансляции дистальных и проксимальных 
цистронов [7]. Делеция, сконструированная Деннисом [11], приблизи-
ла участок связывания рибосомы β-цистрона к концу цистрона L12. 
Несмотря на близость (25 нуклеотидов) только 20 % рибосом, транс-
лирующих мРНК, Ll2 были способны к инициации и завершению 
трансляции цистрона β-субъединицы. Видимо, для трансляционного 
сопряжения цистронов L12 и β потребовалось бы меньшее разделяю-
щее их пространство. В экспериментах Мика и Хэйворда [12] получено 
прямое доказательство аутогенной регуляции генов гроВС Е. coli in 
vivo. Слияние генов гроВС с сильным контролируемым промотором PL 
фага λ показало, что удаление последовательности Д Н К вплоть до 
26 п. о. перед геном гроВ не влияет на посттранскрипционную аутоген-
ную регуляцию синтеза ββ'. Сверхпродукция ββ' также аутогенно ре-
гулирует синтез β-полипептида, кодируемого геном хромосомы, что вы-
явлено при использовании двух штаммов, имеющих мутации в гене 
гроВу обусловливающих разную электрофоретическую подвижность 
β-полипептида. При картировании с помощью Sl-нуклеазы обнаруже-
но, что эта регуляция осуществляется посттранскрипционно, а также, 
что синтез мРНК-β, контролируемый фагом, превосходил количество 
мРНК-β, определяемое геном гроВ хромосомы, в 20 раз. Избыток 
β-субъединицы в клетке приводил к ауторегуляции синтеза β, но не β' , 
говоря таким образом об их независимой регуляции. Синтез субъеди-
ниц РНК-полимеразы также контролируется посттранскрипционно. На-
пример, экспрессия генов гроВС с плазмиды под контролем промотора 
PLIO обеспечивает увеличение количества мРНК гроВС в 7 раз, в то же 
время синтез ββ'-субъединиц возрастает всего лишь в 2 раза [12, 30]. 
Удаление последовательностей Д Н К из дистальной порции интергенной 
области rplJL-rpoB уменьшает эффективность экспрессии гроВС и вли-
яет на посттранскрипционный аутогенный контроль [11]. 

Ясно, что синтез РНК-полимеразы контролируется на нескольких 
уровнях (транскрипционно и посттранскрипционно) через механизмы, 
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включающие аттенюацию, трансляционный «feedback» и, возможно, по-
ложительный регулятор [56]. 

В рекомбинантном фаге λ, где гены гроВС присоединялись к гете-
рологичному промотору PL, была удалена большая область интерген-
ного пространства rplL-rpoB, содержащая промоторы, аттенюатор и 
большую часть регуляторных последовательностей Д Н К выше гена 
гроВ. Индукция лизогена привела к 2—3-кратному увеличению синтеза 
β, β'-субъедниц, в то же время количество мРНК-ββ' увеличилось при-
мерно в 20 раз. Таким образом, удаление данной порции интергенной 
области не нарушило посттранскрипционного контроля гроВС генов, 
содержащихся в фаге. По-видимому, все или по крайней мере боль-
шинство «їеес1Ьаск»-регуляторньіх последовательностей расположены 
ниже сайта узнавания SalGl1 вблизи инициаторного кодона гроВ. Это 
не соответствует данным Денниса [11], который пришел к заключению, 
что последовательности, окружающие сайт процессинга РНКазой III, 
выше гроВ, необходимы для эффективной трансляции мРНК гроВ. 
В экспериментах Мика и Хэйворда [12] удаление данных последова-
тельностей не изменило уровня экспрессии гена гроВ. Возможно, что 
расхождение экспериментальных данных обусловливается принадлеж-
ностью исследуемых генов гроВС фаговой ДНК. Из анализа регуляции 
синтеза рибосомных белков [3, I l j предполагается, что основными ре-
гуляторными мишенями являются участок связывания рибосомы и AUG 
кодон. Использование штаммов с электрофоретически отличными под-
вижностями β-полипептидов позволило прямым образом оценить влия-
ние увеличения концентрации β(β ' ) на уровень экспрессии хромосом-
ного гроВ аллеля. Избыток ββ' не вызывал заметных изменений в 
транскрипции гроВ или близлежащих генов рибосомных белков, позво-
ляя авторам [12] заключить, что регуляция гроВ гена хромосомы, как 
и предполагалось из предшествующих опытов, является посттранскрип-
ционной [11, 30, 57, 58]. Избыточное количество β повлияло на синтез 
только лишь β, но не β'-субъединицы, кодируемой хромосомным геном, 
что соответствует данным Денниса [11]. Поскольку β' регулируется 
посттранскрипционно, авторы заключили, что должно быть по крайней 
мере две регуляторные молекулы, контролирующие независимый синтез 
β и β'. По-видимому, сама по себе β или комплекс определенных субъ-
единиц РНК-полимеразы, возможно, и не содержащий β'-субъединицы, 
может снижать синтез β-полипептида, не влияя при этом на синтез по-
липептида β' [12]. 

Особенности рекомбинантных ДНК, обусловленные регуляцией 
экспрессии клонируемых генов. Следствием жесткой координирован-
ной регуляции синтеза рибосомных белков явились проблемы, связан-
ные с клонированием кодирующих их генов [36, 39, 59, 60]. Многочис-
ленные эксперименты по клонированию генов и оперонов рибосомных 
белков показали, что повышенный уровень экспрессии генов регулятор-
ных рибосомных белков летален для клеток-хозяев. Это обусловило, 
например, невозможность получения рекомбинантных плазмид, содер-
жащих ген rplJ под контролем собственного промотора PLiOi на основе 
плазмиды pBR322 [36]. Клонирование соответствующей порции Д Н К 
в плазмиде pUC19 было возможным в единственной ориентации, ис-
ключающей участие Piac вектора в транскрипции ДНК-вставки [60— 
62]. Поддержание рекомбинантной плазмиды, где экспрессия гена rplJ 
на низком уровне, обеспечиваемом транскрипцией структурной части 
гена с неиндуцированного /ас-промотора, оказалось возможным. Срав-
нение уровней экспрессии, проведенное определением активности β-га-
лактозидазы, кодируемой гибридным геном rplJ'-lacZ' в плазмидах 
pUC, выявило следующее. Летальный для клеток-хозяев и обеспечивае-
мый Лас+Рыо уровень экспрессии гена rpll равнялся 200—300 ед. 
Миллера. Уровень же экспрессии этого гена при спонтанной неиндуци-
рованной ИПТГ транскрипции с промотора Iac соответствовал при-
мерно 1 ед. Миллера. Такой же уровень был допустимым и для гена 
гр1Ау кодирующего регуляторный рибосомный белок LL Невозмож-
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ность сверхпродукции, по-видимому, обусловила и единственно возмож-
ную, встречную Piac ориентацию при клонировании в р и с полных опе-
ронов rplKA и rplJL [40]. Интересно, что, несмотря на предполагаемую 
регуляцию по принципу обратной связи для генов гроВС, сверхпродук-
ция β-субъединицы РНК-полимеразы в Е. coli оказывается возможной 
{3]. Известно, что клонирование гена, кодирующего токсичный для 
клеток-хозяев продукт, обычно сопровождается нестабильностью ре-
комбинантных конструкций. Полученные нами рекомбинантные фаги 
АШ, содержащие гены rplJL, гроВС' под контролем промоторов P j l i o 
и однонаправленного промотора Piac вектора, имели низкую стабиль-
ность, которую удалось существенно повысить снижением транскрип-
ции и, следовательно, экспрессии встроенных генов путем разделения 
промоторов Р\ас и PL \ 0 терминаторами транскрипции или удалением 
промотора Iac из состава векторного фага [64, 65]. Эти данные позво-
ляют предположить, что помимо жесткой регуляции экспрессии генов 
внутри оперонов rplKA и rplJL экспрессия данных генов находится в 
более сложной координированной регуляции с другими генами — опе-
ронами Е. coli, которая нарушается в результате сверхэкспрессии от-
дельных из них, например rplKA и rplJL [40]. Повышенный уровень 
продукции белка L7/L12 оказался возможным в Е. coli, не сопровож-
даясь отрицательными эффектами [40]. 

R E G U L A T I O N M E C H A N I S M S O F G E N E E X P R E S S I O N 
IN THE rp lKAJL-rpoBC C L U S T E R O F E S C H E R I C H I A COLI 

E. B. Paton 

Ins t i tu t e of Molecular Biology and Genetics, 
A c a d e m y of Sciences of the Ukra in ian SSR, Kiev 

S u m m a г у 

Mechanisms r e g u l a t i n g expression of genes in the rplKAJL-rpoBC c luster of E. coli at 
t r ansc r ip t iona l and t r ans la t iona l levels are discussed. As well as the func t iona l role of 
m R N A st ructure , s t ruc ture of . regulatory r ibosome proteins , t r a n s l a t i o n coup l ing in poly-
cis t ronic mRiNA encoding these proteins , t r anscr ip t ion control in the «r if»-region and 
a u t o g e n o u s regula t ion of the RNA-polymera-se β- and β ' - subuni t s synthes is as we l l as 
de s ign pecul iar i t ies of recombinant DNA related to expression of these genes . 
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