Les constructions ont été réalisées au laboratoire par L Damier
Toutes les constructions ont été réalisées dans le plasmide pBluescript KS 11 *
Les séquences HIV sont celles de lisolat HIV-1 BRU/LAI, N° accession Genbank K02013

Les autres constructions sont utilisées pour de I'épissage in vitro

| MCS du pBluescript KS I+

pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Mot |
BesH Il T7 Promoter - .?uc | ?sr)(l Sluc Il | %ug | )|Clm |
| I >
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA. . .
M13-20 primer binding site” T7 primer binding site - SK primer binding site. ..
Hinc Il Apa |
Bspl06 | Acc | EcoC109 |
Eipe | BlumH | Elumu | ll’sr | IlfcoRI E‘coR W }—‘hnd Il Cl\u| _Twul | }liho | Ll)ru 1 I‘l(pn |
.. . ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC. . .
... 5K primer binding site N KS primer binding site
- T3 Promoter BISSH Il -gal «-fragment
- 1
. CAGCTTTTGTTQCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAA'I;CATGGTCATAGCTGTTTCC
= 13 primer binding sife “M13 Reverse primer binding site

Les constructions HIV sont insérées entre le site BamHI et EcoRl
Le promoteur utilisé est celui du plasmide
Les constructions C1 et C2 sont linéarisées par EcoRI pour la transcription

Construction C2

Polylinker :
+1

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTA
GAACTAGTGGATCC

Taille : 69 nt

En vert : séquence du promoteur T7
En rouge : site BamHlI

Nombre de A: 16

Nombre de T: 14

Nombre de C: 19

Nombre de G : 20

PM ds : 42 058 Da

Exon 1 (D1):

1 ggtctctctg gttagaccag atttgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac
61 tgcttaagcc tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt
121 gtgactctgg taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca
181 gtggcgcccg aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag
241 gactcggctt gctgaagcgc gcacggcaag aggcgagggg aggcgactg 289

Taille exon D1: 289 nt
LTR:1a180

Nombre de A : 67
Nombre de T : 64
Nombre de C : 70
Nombre de G : 88

PM ADN ds : 175 949 Da



Intron :

301

361
4681
4741
4801
4861
4921

Taille intron :

aaaaattttg
gcgggggaga
catggaaaag
atagacatca
gggatgctag
atctgggtca
ctgaactagc

404 nt

Nombre de A : 137
Nombre de T : 95
Nombre de C : 63
Nombre de G : 109

PM ADN ds :

245118 Da

Exon 2 (A2):

nt : site D3

nt : site EcoRl

Taille exon2:

83 nt

Nombre de A : 29
Nombre de T : 20
Nombre de C: 14
Nombre de G : 20

PM ADN ds :

50 365 Da

actagcggag
attagatcga
tttagtaaaa
ctatgaaagc
attggtaata
gggagtctcc
agaccaacta

gctagaagga
tggga385

caccatatgt
cctcatccaa
acaacatatt
atagaatgga
attcatctgt

gagagatggg
gatct
atgtttcagg
gaataagttc
ggggtctgea
ggaaaaagag
attactttga

290 g
tgcgagagcg

4669tg
gaaagctagg
agaagtacac
tacaggagaa
atatagcaca
ctgtttttca

tgagtacgcc
tcagtattaa
aggattagaa
ggatggtttt
atcccactag
agagactggc
caagtagacc
g 4971

4972 actctgcta
4981 taagaaaggc cttattagga catatagtta gccctaggtg tgaatatcaa gcaggacata
5041 acaaggtagg atc5053gaattc

ADN C2:

1

61
121
181
241
301
361
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCC

ggtctctctg
tgcttaagcc
gtgactctgg
gtggcgececeg
gactcggctt
aaaaattttg
gcgggggaga
catggaaaag
atagacatca
gggatgctag
atctgggtca
ctgaactagc
taagaaaggc
acaaggtagg

gttagaccag
tcaataaagc
taactagaga
aacagggact
gctgaagcgc
actagcggag
attagatcga
tttagtaaaa
ctatgaaagc
attggtaata
gggagtctcc
agaccaacta
cttattagga

atttgagcct
ttgccttgag
tccctcagac
tgaaagcgaa
gcacggcaag
gctagaagga
tggga385

caccatatgt
cctcatccaa
acaacatatt
atagaatgga
attcatctgt
catatagtta

atc 5053gaattc

gggagctctc
tgcttcaagt
ccttttagtc
agggaaacca
aggcgagggg
gagagatggg
gatct
atgtttcagg
gaataagttc
ggggtctgea
ggaaaaagag
attactttga
gccctaggtg

tggctaacta
agtgtgtgcc
agtgtggaaa
gaggagctct
aggcgactgg
tgcgagagcg

4669tg
gaaagctagg
agaagtacac
tacaggagaa
atatagcaca
ctgtttttca
tgaatatcaa

gggaacccac
cgtctgttgt
atctctagca
ctcgacgcag
tgagtacgcc
tcagtattaa
aggattagaa
ggatggtttt
atcccactag
agagactggc
caagtagacc
gactctgcta
gcaggacata

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCggtctce
tctggttagaccagatttgagcctgggagctctctggctaactagggaacccactgcttaagecctcaataaagcet
tgccttgagtgcttcaagtagtgtgtgcccgtetgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacectttt
agtcagtgtggaaaatctctagcagtggcgcccgaacagggacttgaaagcgaaagggaaaccagaggagcetcte
tcgacgcaggactcggcttgctgaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgactggtgagtacgccaaaaat
tttgactagcggaggctagaaggagagagatgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgat
gggagatcttgaggattagaacatggaaaagtttagtaaaacaccatatgtatgtttcagggaaagctaggggat
ggttttatagacatcactatgaaagccctcatccaagaataagttcagaagtacacatcccactaggggatgcta
gattggtaataacaacatattggggtctgcatacaggagaaagagactggcatctgggtcagggagtctccatag



aatggaggaaaaagagatatagcacacaagtagaccctgaactagcagaccaactaattcatctgtattactttg
actgtttttcagactctgctataagaaaggccttattaggacatatagttagccctaggtgtgaatatcaagcag
gacataacaaggtaggatcgaattc

Linéarisation par EcoRlI :

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCggtctc
tctggttagaccagatttgagcctgggagctctctggctaactagggaacccactgcttaagecctcaataaaget
tgccttgagtgcttcaagtagtgtgtgccegtetgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacectttt
agtcagtgtggaaaatctctagcagtggcgcccgaacagggacttgaaagcgaaagggaaaccagaggagctcte
tcgacgcaggactcggcttgctgaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgactggtgagtacgccaaaaat
tttgactagcggaggctagaaggagagagatgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgat
gggagatcttgaggattagaacatggaaaagtttagtaaaacaccatatgtatgtttcagggaaagctaggggat
ggttttatagacatcactatgaaagccctcatccaagaataagttcagaagtacacatcccactaggggatgcta
gattggtaataacaacatattggggtctgcatacaggagaaagagactggcatctgggtcagggagtctccatag
aatggaggaaaaagagatatagcacacaagtagaccctgaactagcagaccaactaattcatctgtattactttg
actgtttttcagactctgctataagaaaggccttattaggacatatagttagccctaggtgtgaatatcaagcag
gacataacaaggtaggatcg

Taille de la construction C2 : 845 nt
Nombre de A : 249
Nombre de T : 193

Nombre de C : 166

Nombre de G : 237

PM ADN ds : 513 380 Da

Taille intron : 404 nt
Taille exon 1 : 351 nt
Taille exon 2 : 83 nt

ARN C2 non épissé :

GGGCGAAUUGGAGCUCCACCGCGGUGGCGGCCGCUCUAGAACUAGUGGAUCCggucucucugguuagaccagauu
ugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccucaauaaagcuugccuugagugcuucaa
guagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucagacccuuuuagucaguguggaaaauc
ucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagaggagcucucucgacgcaggacucggc
uugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacuggugaguacgccaaaaauuuugacuagcggaggcu
agaaggagagagaugggugcgagagcgucaguauuaagcgggggagaauuagaucgaugggagaucuugaggauu
agaacauggaaaaguuuaguaaaacaccauauguauguuucagggaaagcuaggggaugguuuuauagacaucac
uaugaaagcccucauccaagaauaaguucagaaguacacaucccacuaggggaugcuagauugguaauaacaaca
uauuggggucugcauacaggagaaagagacuggcaucugggucagggagucuccauagaauggaggaaaaagaga
uauagcacacaaguagacccugaacuagcagaccaacuaauucaucuguauuacuuugacuguuuuucagacucu
gcuauaagaaaggccuuauuaggacauauaguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguagga
ucg

Taille ARN pré messager : 828 nt
Taille exon 1 : 341 nt

Taille intron : 404 nt

Taille exon 2 : 83 nt

Nombre de A : 242
Nombre de U : 188
Nombre de C : 162
Nombre de G : 236
PM ARN ss : 264 372 Da

Nombre de U ds I'ARN pré messager : 188
Nombre de U ds l'intron+exon2 : 115
Nombre de U ds l'intron : 95
Nombre de U ds I'exon 1: 73



Nombre de U ds I'exon 2 : 20

ARN C2 épissé:

GGGCGAAUUGGAGCUCCACCGCGGUGGCGGCCGCUCUAGAACUAGUGGAUCCggucucucugguuagaccagauu
ugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccucaauaaagcuugccuugagugcuucaa
guagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucagacccuuuuagucaguguggaaaauc
ucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagaggagcucucucgacgcaggacucggc
uugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacug/acucugcuauaagaaaggccuuauuaggacaua
uaguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguaggaucg

GGGCGAAUUGGAGCUCCACCGCGGUGGCGGCCGCUCUAGAACUAGUGGAUCCggucucucugguuagaccagauu
ugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccucaauaaagcuugccuugagugcuucaa
guagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucagacccuuuuagucaguguggaaaauc
ucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagaggagcucucucgacgcaggacucggc
uugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacugacucugcuauaagaaaggccuuauuaggacauau
aguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguaggaucg

Taille ARN m : 424 nt
Taille exon 1: 341 nt
Taille exon 2 : 83 nt

Nombre de A : 105

Nombre de U : 93

Nombre de C : 99

Nombre de G : 127

PM ARN ss : 135 572 Da
Nombre de U ds TARNm : 93



Construction D1-NRS-A2

Promoteur :

AAGCTT AAATTTAATACGACTCACTATA+ GGGTCTCTCTGGTTAGACCAG
Oligo 5418
nt : site Hindlll
nt:T7

D1:
1 ggtctctctg gttagaccag atttgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac
61 tgcttaagcc tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt
121 gtgactctgg taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca
181 gtggcgcccg aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag
241 gactcggctt gctgaagcgc gcacggcaag aggcgaggdg aggcgactgg tgagtacgcc
301 aaaaattttg actagcggag gctagaagga gagagatggg 340

taille : 340 nt
non gras : exon
gras : intron

nt : site épissage

NRS :

691 ggtctctccc ccaggtccgg agtgcatcga
721 gaaaccagca acggagcggc gaatcgacaa aggggaggaa gtgggagaaa caactgtgca
781 gcgagatgcg aagatggcgc cggaggaaac ggccacacct aaaaccgttg gcacatcctg
841 ctatcattgc ggaacagcta ttggctgtaa ttgcgccaca gcctcggctc ctcctcctcc
901 ttatgtgggg a ccttccct ggcgggggtg ggagagcagc a

taille : 267 nt (sans site ER)
en bleu : NRS
. nt fictifs ajoutés au NRS

A2 :
4871 gggagtctcc atagaatgga ggaaaaagag atatagcaca caagtagacc
4921 ctgaactagc agaccaacta attcatctgt attactttga ctgtttttca gactctgcta
4981 taagaaaggc cttattagga catatagtta gccctaggtg tgaatatcaa gcaggacata
5041 acaaggtagg atc5053gaattc

taille : 189 nt
non gras : exon
gras : intron

nt : site épissage
nt : site EcoRl



Construction LACE = pC2-NRS WT

Construction de départ : C2

1
61
121
181
241
301

4921
4981
5041

: délétion

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCC

ggtctctctg
tgcttaagcc
gtgactctgg
gtggcgececeg
gactcggctt
aaaaattttg

ctgaactagc
taagaaaggc
acaaggtagg

gttagaccag
tcaataaagc
taactagaga
aacagggact
gctgaagcgc
actagcggag

gggagtctcc
agaccaacta
cttattagga

atttgagcct
ttgccttgag
tccctcagac
tgaaagcgaa
gcacggcaag
gctagaagga
a385

atagaatgga
attcatctgt
catatagtta

atc 5053 gaattc

gggagctctc
tgcttcaagt
ccttttagtc
agggaaacca
aggcgagggg
gagagatggg
gatct

ggaaaaagag
attactttga
gccctaggtg

tggctaacta
agtgtgtgcc
agtgtggaaa
gaggagctct
aggcgactgg

atatagcaca
ctgtttttca
tgaatatcaa

gggaacccac
cgtctgttgt
atctctagca
ctcgacgcag
tgagtacgcc

caagtagacc
gactctgcta
gcaggacata

Construction LACE :

1

61
121
181
241
301
701
761
821
881
941
4901
4961
4721

ggtctctctg
tgcttaagcc
gtgactctgg
gtggcgeeeg
gactcggctt
aaaaattttg
ccaggtccgg
gtgggagaaa
aaaaccgttg
gccteggcete
ggagagcagc
atatagcaca
ctgtttttca
tgaatatcaa

gttagaccag
tcaataaagc
taactagaga
aacagggact
gctgaagcgc
actagcggag
agtgcatcga
caactgtgca
gcacatcctg
ctcctcctee
a

caagtagacc

cccaagcttgggaaatttaatacgactcactatagg
gggagctctc tggctaacta gggaacccac
tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt
ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca
agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag
aggcgagggg aggcgactgg tgagtacgcc
gagagatggg340agatct69lggtctctccc

atttgagcct
ttgccttgag
tccctcagac
tgaaagcgaa
gcacggcaag
gctagaagga
gaaaccagca
gcgagatgcg
ctatcattgc
ttatgtgggg

ctgcag 4871

ctgaactagc

acggagcgge
aagatggcgc
ggaacagcta
a

gggagtctcc
agaccaacta

gaatcgacaa
cggaggaaac
ttggctgtaa

ccttccct
atagaatgga
attcatctgt

aggggaggaa
ggccacacct

ttgcgccaca
ggcgggggty
ggaaaaagag
attactttga

gactctgcta taagaaaggc cttattagga catatagtta gccctaggtg
gcaggacata acaaggtagg atcgaattc

Apreés linéarisation par EcoRl :

1

61
121
181
241
301
701
761
821
881
941
4901
4961
4721

ggtctctctg
tgcttaagcc
gtgactctgg
gtggcgececeg
gactcggctt
aaaaattttg
ccaggtccgg
gtgggagaaa
aaaaccgttg
gcctcggctc
ggagagcagc
atatagcaca
ctgtttttca
tgaatatcaa

gttagaccag
tcaataaagc
taactagaga
aacagggact
gctgaagcgc
actagcggag
agtgcatcga
caactgtgca
gcacatcctg
ctcctecctec
a

caagtagacc

cccaagcttgggaaatttaatacgactcactatagg
gggagctctc tggctaacta gggaacccac
tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt
ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca
agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag
aggcgagggg aggcgactgg tgagtacgcc
gagagatggg340agatct69lggtctctccc

atttgagcct
ttgccttgag
tccctcagac
tgaaagcgaa
gcacggcaag
gctagaagga
gaaaccagca
gcgagatgcg
ctatcattgc

ttatgtgggg

ctgcag 4871

ctgaactagc

acggagcggc
aagatggcgc
ggaacagcta
a

gggagtctcc
agaccaacta

gaatcgacaa
cggaggaaac
ttggctgtaa

ccttecect
atagaatgga
attcatctgt

aggggaggaa
ggccacacct

ttgcgccaca
ggcgggggty
ggaaaaagag
attactttga

gactctgcta taagaaaggc cttattagga catatagtta gccctaggtg
gcaggacata acaaggtagg atcg

cccaagcttgggaaatttaatacgactcactataggggtctctctggttagaccagatttgagcctgggagctct
ctggctaactagggaacccactgcttaagcctcaataaagcttgeccttgagtgcttcaagtagtgtgtgeccgte



tgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagcagtggcgece
gaacagggacttgaaagcgaaagggaaaccagaggagctctctcgacgcaggactcggcttgctgaagecgegeac
ggcaagaggcgaggggaggcgactggtgagtacgccaaaaattttgactagcggaggctagaaggagagagatgg
gagatctggtctctcccccaggtccggagtgcatcgagaaaccagcaacggagcggcgaatcgacaaaggggagg
aagtgggagaaacaactgtgcagcgagatgcgaagatggcgccggaggaaacggccacacctaaaaccgttggea
catcctgctatcattgcggaacagctattggctgtaattgcgecacageccteggctectectectecttatgtgg
gga ccttccctggegggggtgggagagcagea ctgcaggggagtctccatagaatggag
gaaaaagagatatagcacacaagtagaccctgaactagcagaccaactaattcatctgtattactttgactgttt
ttcagactctgctataagaaaggccttattaggacatatagttagccctaggtgtgaatatcaagcaggacataa
caaggtaggatcg

Taille construction LACE : 838 nt
en rouge : sites de restriction
en vert : séquence du promoteur T7
en noir fin : exon
en gras : intron
En bleu : NRS
En marron : pseudo site 5’
: nt fictifs ajoutés au NRS
en rose : site épissage

Nombre de A : 227
Nombre de T : 180
Nombre de C : 189
Nombre de G : 242
PM ADN ds : 509 661 Da

Taille intron : 430 nt
Taille exon 1 : 291 nt
Taille exon 2 : 83 nt
Taille Promoteur: 34 nt

ARN LACE non épissé

ggggucucucugguuagaccagauuugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccuca
auaaagcuugccuugagugcuucaaguagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucag
acccuuuuagucaguguggaaaaucucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagag
gagcucucucgacgcaggacucggcuugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacuggugaguacg
ccaaaaauuuugacuagcggaggcuagaaggagagagaugggagaucuggucucucccccagguccggagugcau
cgagaaaccagcaacggagcggcgaaucgacaaaggggaggaagugggagaaacaacugugcagcgagaugcgaa
gauggcgccggaggaaacggccacaccuaaaaccguuggcacauccugcuaucauugcggaacagcuauuggcug
uaauugcgccacagccucggcuccuccuccuccuuaugugggga ccuucccuggcggggguggg
agagcagca cugcaggggagucuccauagaauggaggaaaaagagauauagcacacaaguagacccugaa
cuagcagaccaacuaauucaucuguauuacuuugacuguuuuucagacucugcuauaagaaaggccuuauuagga
cauauaguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguaggaucg

Taille ARN pré messager LACE: 804 nt
Taille exon 1: 291 nt
Taille intron : 430 nt
Taille exon 2 : 83 nt

Nombre de A : 215
Nombre de U : 171
Nombre de C : 181
Nombre de G : 237
PM ARN ss : 257 166 Da

Nombre de U ds 'ARN pré messager DACE: 171
Nombre de U ds l'intron+exon2 : 107
Nombre de U ds l'intron : 87



ARN LACE épissé

ggggucucucugguuagaccagauuugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccuca
auaaagcuugccuugagugcuucaaguagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucag
acccuuuuagucaguguggaaaaucucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagag
gagcucucucgacgcaggacucggcuugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacug/acucugcu
auaagaaaggccuuauuaggacauauaguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguaggaucg

ggggucucucugguuagaccagauuugagccugggagcucucuggcuaacuagggaacccacugcuuaagccuca
auaaagcuugccuugagugcuucaaguagugugugcccgucuguugugugacucugguaacuagagaucccucag
acccuuuuagucaguguggaaaaucucuagcaguggcgcccgaacagggacuugaaagcgaaagggaaaccagag
gagcucucucgacgcaggacucggcuugcugaagcgcgcacggcaagaggcgaggggaggcgacugacucugcua
uaagaaaggccuuauuaggacauauaguuagcccuaggugugaauaucaagcaggacauaacaagguaggaucg

Taille : 374 nt
Nombre de A : 96
Nombre de C : 84
Nombre de G : 110
Nombre de U : 84 nt
PM ARN ss : 119 537



