Unité Immunovirologie L3 biologie santé – Travaux pratiques de cytométrie en flux - 2025

TP Cytométrie en flux : Analyse des lymphocytes T circulants dans le sang de patients infectés par le virus de l’immunodéficience humaine
Rapport écrit :  N° groupe :              Nom, prénom :                    
Analyse des fréquences et concentrations des lymphocytes T circulants chez le Témoin et les Patients
1. Quelles cellules expriment le CD3 et quelle est la fonction de cette protéine ? 
2. Chez le témoin, quel est le pourcentage de lymphocytes T (LT) parmi les cellules sanguines mononuclées (PBMC) ?  (Indiquez simplement le pourcentage ci-bas et dans le tableau du point 8)

Insérez une la prise d’écran montrant le ou les density plots et les statistiques nécessaires pour justifier votre réponse. Dans les statistiques entourez le pourcentage indiqué - travaillez sur power point pour rogner les images et entourer les résultats d’intérêt, puis regroupez tous les éléments, enregistrez la figure finale en format .jpg et ajoutez-la au compte rendu).
3. En utilisant la valeur nombre absolue des cellules mononuclées de chaque échantillon (voir tableau 3 tuto), calculer la concentration des LT (cellules/mm3) chez le témoin. Présentez ici le calcul posé et le résultat, puis rapportez ce résultat dans le tableau du point 8. 
4. Cette valeur est-elle dans la norme (voir tableau 4 tuto) ?
5. Pour chacun des quatre quadrants d’un cytogramme CD4+ vs. CD8+ indiquez le phénotype attendu ainsi que le nom de la ou des populations de lymphocytes T circulants attendues ? (Utilisez l’image ci-dessous pour répondre et complétez toutes les informations nécessaires)
	Axe ?
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	Axe ?


6. Parmi les lymphocytes T quels sont les pourcentages de LT CD4+ et CD8+ ? (Vérifiez que le nombre de cellules analysées correspond plus ou moins à l’attendu). Rapportez ces valeurs dans le tableau du point 8 et insérez ici une capture d’écran des density plots ainsi que les statistiques nécessaires pour justifier votre réponse.
7. Calculer la concentration des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ circulants chez le témoin (cellules/mm3). Montrez ici le calcul posé et le résultat, puis rapportez ces valeurs dans le tableau du point 8. Ces valeurs ainsi que le rapport LT CD4/ LT CD8 sont-ils dans la norme ? 
8. En suivant la même démarche que pour le témoin, analysez les données collectées pour les Patients 1 et 2, puis reportez les valeurs dans le tableau ci-dessous :

· le pourcentage de LT parmi les PBMC, ainsi que celui de LT CD4+ et LT CD8+ parmi les LT

· la concentration des LT, des LT CD4+ et des LT CD8+.
	
	
	Témoin
	Patient 1
	Patient 2

	1
	Concentration PBMC (Tableau 3 tuto)
	
	
	

	2
	% LT parmi PBMC
	
	
	

	3
	Concentration LT
	
	
	

	4
	% LT CD4+
	
	
	

	5
	% LT CD8+
	
	
	

	6
	Concentration LT CD4+
	
	
	

	7
	Concentration LT CD8+
	
	
	


9. Que pouvez-vous conclure quant au stade clinique pour les Patients 1 et 2 ? (voir Tableau 1 tuto)
Analyse du profil d’activation des lymphocytes T CD4+ circulants chez le Témoin et les Patients (valeurs à rapporter dans le tableau ci-bas)
10. Comment les lymphocytes T CD4+ se répartissent-ils en fonction de l’expression de CD45RO ? (Combien de populations différentes). Vérifiez que le nombre des lymphocytes T CD4 est cohérent entre votre région d’intérêt (PBMC+CD3+CD4+) et le quadrant CD4+CD8nég des PBMC+CD3)
11. Organisez les 3 échantillons par ordre décroissant de concentration en LT CD4+. Ensuite,  pour chaque échantillon, renseignez les autres informations (% Lymphocytes T CD4+CD45RO+ et intensité de CD45RO+ au sein de cette population). 
	Echantillon :
	
	
	

	Concentration LT CD4+
	
	
	

	% LT CD4+ CD45RO+
	
	
	

	Intensité CD45RO+
	
	
	


12.  Que pouvez-vous conclure à partir de ces résultats ?
13. A partir de ces informations, formulez au moins une hypothèse sur l’activation des LT CD4+ au cours de l’infection par VIH ?
14. A partir des données des lignes 3, 6 et 7 du tableau du point 8, rédigez une courte synthèse des résultats pour chaque patient (une ou deux phrases par patient). Utilisez le terme lymphopénie pour désigner un déficit en concentration des lymphocytes, dans ce cas précisez la population concernée ainsi que la concentration cellulaire observée.
Synthèse des résultats de la numération des sous-populations lymphocytaires T pour les patients.
15. A l’aide des données des lignes 3, 6 et 7 du tableau du point 8, rédigez une courte synthèse des résultats pour chaque patient. Lymphopénie est le mot pour indiquer un déficit en lymphocytes, il faut préciser la population à la quelle on se réfère et la valeur de concentration cellulaire obtenue. 
Cytogrammes et statistiques témoin (prise d’écran de l’intégralité des résultats)
Cytogrammes et statistiques patient 1 (prise d’écran de l’intégralité des résultats)
Cytogrammes et statistiques patient 2 (prise d’écran de l’intégralité des résultats)
 
Instructions :

- Répondez aux questions et remplissez le tableau récapitulatif avec l’ensemble des données chiffrées que vous avez obtenues pour chaque analyse réalisée.
- Faites une capture d’écran de l’intégralité des résultats pour chaque échantillon (cytogrammes et statistiques) et insérez-les ci-bas ; à la fin du rapport. 
- Enregistrez votre rapport en format pdf sous le nom suivant : N°groupe-Nom de Famille-CMF
- Envoyez votre rapport à votre enseignant par courrier électronique avec le sujet « TP cytométrie » et le rapport en document attaché. 
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