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> Les effets de perturbations sur les voies de
signalisation protéomiques ont été analysés a partir
de la mesure de la réponse de cellules uniques. Cette
approche expérimentale permet de quantifier les
fluctuations de la réponse de I'expression d’une
douzaine de protéines de cellule a cellule. Uanalyse
est basée sur une approche thermodynamique de la
théorie de I'information, qui permet de dériver une
version quantitative du principe de Le Chatelier et,
ainsi, également de prédire la réponse moléculaire.
Cette analyse a été appliquée a deux systemes :
la réponse de macrophages humains a un stress
lipopolysaccharique, semblable alaréponseimmune
a des bactéries Gram négatif, et la réponse des voies
de signalisation de la protéine mTOR (mammalian
target of rapamycin) dans des cellules cancéreuses
GBM (glioblastome multiforme) exposées a des
pressions variables en oxygene. <

Les voies de signalisation des protéines participent a
un grand nombre de processus cellulaires, qui vont de
la tumorigenese a I'inflammation, en passant par la
cicatrisation [1-3]. La compréhension de leur rle est
souvent obscurcie par la nature hétérogéne des tissus.
€n particulier, il n’est pas toujours aisé de séparer la
réponse autocrine de la réponse paracrine [4]. Un autre
domaine ou la mesure de la réponse cellulaire s’avére
cruciale est celui des cellules de tumeurs cancéreuses
solides, dont la réponse & un traitement [5] peut étre
affectée par la pression réduite en oxygene a laquelle
elles sont soumises [6-8].

Récemment, il est devenu possible de mesurer la réponse
du protéome de cellules uniques a des perturbations
comme I"application d’anticorps [9] ou des conditions
variables de pression en oxygéne [10]. La variation de
I’expression du protéome de deux cellules en fonction de
la distance entre ces derniéres a également été mesurée
quantitativement [11, 12]. Ces mesures sont réalisées a
I'aide d’une plateforme microfluidique intégrée, appelée
single cell barcode chip (SCBC) [13-15], qui permet de
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mesurer quantitativement la réponse
d’une dizaine de protéines fonction-
nelles d’un ensemble statistique de cellules uniques piégées dans des
microchambres. La détermination du nombre de protéines exprimées par
la cellule piégée dans une microchambre se fait a partir de la mesure de
fluorescence d’anticorps spécifiques des protéines visées. Ces dernieres
sont choisies pour que leur niveau d’expression par une cellule unique
soit suffisamment élevé pour étre mesurable par fluorescence.

Version quantitative du principe de Le Chatelier

La mesure des niveaux d’expression protéique dans des cellules
uniques est un progrés important pour la compréhension de la
réponse cellulaire a des perturbations, car elle donne acces aux
fluctuations de cette réponse de cellule a cellule. Elle permet aussi
d’aller au-dela de 'analyse basée sur les valeurs moyennes et de
prédire la réponse a des perturbations [9, 10]. Nous avons mon-
tré que I’analyse de ces fluctuations par la théorie du maximum
d’entropie permet de dériver une version quantitative [9, 10, 16]
du principe de Le Chdtelier! [9, 10, 16, 17]. Le point de départ de

! Un chimiste francais, Henry Louis Le Chdtelier (1850-1936) a observé pour la toute premiere fois ce phé-
nomene d’équilibre. « Si l"on tend a modifier les conditions d’un systéme en équilibre, il réagit de fagon a
s’opposer, en partie, aux changements qu’on lui impose, jusqu’a [’établissement d’un nouvel équilibre. »
L’état d’équilibre suppose que les réactions directes et inverses se déroulent a la méme vitesse. Toutefois,
si les conditions expérimentales dans lesquelles se déroule la réaction chimique sont perturbées, I’équi-
libre sera rompu et le systéme s’ajustera pour obtenir un nouvel état d’équilibre. Le principe de Le Chate-
lier permet de prédire, qualitativement, dans quel sens un systéme en équilibre évoluera si ses conditions
expérimentales sont modifiées.
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Dans chaque microchambre, la cellule dans la solution d’éléments nutritifs est en équilibre thermique. La distribution d’entropie maximale
est sujette a deux contraintes : la conservation de I’énergie et du nombre moyen de molécules, Nl, de chacune des espéces calculé sur la
distribution observée dans les différentes microchambres. La probabilité de chaque composition du systeme de m especes différentes,
(Ny, Ny, ..., N), peut alors étre déterminée et prend une forme analogue a celle donnée par I’ensemble grand canonique.

P(M My, )=exp{B(Zh,—€)} /2

[ est le paramétre de Lagrange relié a la conservation de I’énergie ; 3 = 1/kT ol k est la constante de Boltzmann et T la température.

(Equation 2)

M est le potentiel chimique de I’espece i. Les (s sont les paramétres de Lagrange conjugués au nombre moyen de molécules calculé sur
la distribution, /V,':EA/,P(NI,...,/V/,...,
par I’équation 2. = est la fonction de partition grand canonique. €lle dépend de tous les paramétres de Lagrange et permet d’assurer la

/Vm) . La somme est sur toutes les compositions possibles, chacune pondérée par son poids donné

normalisation de la distribution.
Nous considérons des changements de potentiel isothermiques. Un petit changement de £, & L, + O, du potentiel de I"espéce i se traduit

par un changement de la concentration en espece i de N,- a ﬁ,, 5N,-. Nous avons montré [9, 10, 16] que pour des petites variations iso-
thermiques des potentiels chimiques, 8i;, la variation de la distribution P(Ny, Ny, ..., N,,) (équation 2) est donnée par OP(N}, Ny, ..., N,)) =

m

ﬂz&ul.(N,—Z//)P<Nl,/V2,...,/V ) ce qui indique que le changement dans la distribution sera plus important pour les hautes valeurs de N[.
;

Nous obtenons alors la relation suivante pour la variation correspondante des concentrations :

(Sﬁ/:ﬁZ(N/—F/X/v/—F/)&M/:ﬁZE/ﬁM (€quation 3)

La relation donnée par I’équation 3 indique que le changement dans la concentration de I’espece j, 5@, due a une petite perturbation iso-

thermique des potentiels chimiques, OLL;, des espéces présentes dans le mélange dépend linéairement des petits changements appliqués
aux potentiels chimiques et est gouvernée par la matrice de covariance, X, qui reflete I’étendue des fluctuations et leur corrélation. X est

une matrice positive semi-définie dont les éléments, 20.:(/\//—/1//)(/!//—/%') , sont des moyennes sur la distribution P(N}, N,, ...) donnée

par I’équation 1 (voir page suivante).

cette analyse est la reconnaissance que les cellules sont des sys-
temes de taille finie et que leur réponse a des perturbations fluctue
d’une cellule a I’autre. Les mesures expérimentales donnent acces
au nombre de molécules de I’espece i pour chaque cellule, i variant
de un @ une dizaine suivant le type d’expérience. Nous pouvons
ainsi dériver la distribution qui correspond a la composition la plus
probable du mélange des différentes espéces mesurées [9]. Nous
faisons I’hypothése que, dans une microchambre, la cellule dans une
solution d’éléments nutritifs est en équilibre thermique. Suivant la
loi de Boltzmann, cette distribution est la distribution d’entropie
maximale, sujette @ deux contraintes : la conservation de I’énergie
et du nombre moyen de molécules, N, de chacune des espéces, cal-
culé sur la distribution observée dans les différentes microchambres.
La probabilité de chaque composition du systéeme de m espéces dif-
férentes, ici les protéines (N, N,, ..., N.), peut alors étre déterminée
et prend une forme analogue a celle donnée par I’ensemble grand
canonique’ donnée dans I"ncart 1.

Les fluctuations de I’expression des protéines et leur corrélation
sont reflétées par les éléments de la matrice de covariance, 2, qui

? C’est une notion de physique statistique : elle permet de décrire les prorpiétés d’un systéme en équilibre
avec un réservoir de chaleur et de particules. Le réservoir est suffisamment grand pour que les échanges
ne modifient pas la température ni le potentiel chimique.
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évalue les fluctuations des concentrations autour de
leur valeur moyenne, Nj, a I’équilibre. Le calcul de la
matrice de covariance, a partir des données expéri-
mentales non perturbées, permet donc de prédire la
réponse des especes présentes dans le mélange a des
petites perturbations de leurs potentiels chimiques.
U'équation 3 de I’€ncart I est une version quantitative
du principe de Le Chdtelier [9, 10] et montre que,
pour de petites perturbations, un systeme dans un
état d’équilibre stable réagit pour revenir a un nou-
vel équilibre dans le méme état [17]. Ce principe est
connu comme "homéostasie en biologie. L'approche
développée ici est reliée au théoreme fluctuation-
dissipation [18]. La relation donnée par I’équation
3 (Encart 1) peut étre utilisée dans deux contextes
différents : (1) pour prédire la réponse du systeme
dans le cas ou les perturbations sont faibles autour
d’un état stable, de sorte que le systeme revient a
I’équilibre dans le méme état [91, ou (2) pour iden-
tifier les cas ou la perturbation est forte et induit un
changement d’état du systéme, le nouvel état étant
différent de I’état initial non perturbé [10]. Dans ce
cas, le principe de Le Chdtelier n’est pas applicable.
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Analyse du réseau des voies de signalisation a partir
de la matrice de covariance : application a la réponse
de cellules macrophagiques

Cette approche a été appliquée a I’analyse de la réponse de macro-
phages humains & un stress lipopolysaccharique (LPS), qui simule la
réponse immune vis-a-vis des bactéries Gram négatif [9]. Les 12 pro-
téines mesurées sont : Iinterleukine (IL-2), la protéine monocytaire
chimio-attractante 1 (MCP1), I’IL-6, le facteur stimulant la formation
des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF), Iinhibiteur de
la migration du macrophage (MIF), I’interféron-y (IFN-y), le facteur
de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF), IIL-1[3, I’IL-10, P'IL-
8, la métalloprotéase matricielle 9 (MMP9), et le facteur de nécrose
tumorale-a (TNF-at). L'IL-2 n’est pas sécrétée par les macrophages
et sert pour la mesure du bruit de fond. Plus de détails sont donnés
dans [9].

Les données expérimentales sont rassemblées dans une matrice rec-
tangulaire, X, de dimension nombre de chambres, K, par nombre de
protéines mesurées, m. La matrice de covariance, X, de I’état non
perturbé est calculée a partir de la mesure des m = 12 protéines pour
K =125 cellules. £ = (1/K)X'X, est une matrice m x m, semi-positive
définie, dont les éléments sont définis par :

K

22(1//{)2(%—;’/)(”@_Z’/)

k=1

(€quation 1)

avec X, = (/VM - N/) .
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le réseau apparaissent clairement.

U'analyse de la matrice de covariance permet de carac-
tériser le réseau des voies de signalisation dans les-
quelles les protéines mesurées sont impliquées. Elle
peut se faire a deux niveaux. Un niveau global, qui
permet de déterminer directement les interactions les
plus importantes entre les protéines a partir des valeurs
relatives des éléments de la matrice 2. Ses éléments
diagonaux sont positifs et ses éléments non diagonaux
peuvent étre négatifs ou positifs. Leur signe donne donc
la nature de la corrélation entre deux protéines, inhibi-
tion ou stimulation, mais pas le sens de I’interaction car
la matrice X est symétrique, %; = %;. La matrice X est
représentée sous forme de heatmap sur la Figure 1A, et
le réseau qui lui correspond sur la Figure 1B. La protéine
MIF est celle qui a les interactions les plus fortes avec
les autres protéines, et ces dernieres sont inhibitrices
(IL-8, MMP9, MCP1 et TNF-a.). Les interactions plus
faibles sont stimulantes (IL-1( et IFN-y). interaction
de MIF avec I'IL-8 est forte ; elle est représentée dans
le réseau de la Figure 1B par un trait épais. La valeur de
I’élément de matrice Zye_s est de 4 x 10! et le bruit
expérimental est estimé a 14 % [9], ce qui implique que
les interactions pertinentes dans I’établissement du
réseau de la Figure 1B doivent étre au moins de I'ordre
de 5 x 1010,

MIF est sécrétée quand les cellules macrophagiques
sont stimulées par le LPS (lipopolysaccharide), alors
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Figure 2. Réponse protéique a des perturbations sur cellule unique. A. Histogramme des fluctuations du nombre de protéines sécrétées (IL-8 et

MIF) entre cellules uniques. ’épaulement aux hautes valeurs est indicatif de I'interaction forte entre ces deux protéines. B. Réponse, N, du

nombre de protéines sécrétées a la perturbation par un anticorps neutralisant une protéine spécifique (IL-8 ou VEGF).

que I'IL-8 est sécrétée sans stimulation [19]. Notre analyse indique
que MIF est inhibée par I'IL-8 et, qu’en retour, elle inhibe trois autres
protéines : MMP9, MPC1 et TNF-o.. MIF stimule aussi la sécrétion de
PIL-1PB et de IFN-y. Ces interactions sont reflétées dans les fluctua-
tions temporelles de la sécrétion des protéines. MIF, TNF-aL et IL-1[3
sont sécrétées en réponse a la stimulation par le LPS et fluctuent tem-
porellement [9]. Les fluctuations de MIF sont inversement corrélées a
celles du TNF-o.. Comme discuté plus haut, on constate aussi que les
histogrammes des nombres de protéines qui interagissent présentent
un épaulement pour les hautes valeurs de protéines exprimées
(Figure 2A).

U'analyse fine du réseau d’interactions des protéines est obtenue en
définissant sa représentation spectrale, ce qui permet d’identifier
ses modes indépendants. Pratiquement, ces derniers sont obtenus par
diagonalisation de la matrice de covariance, X, et en ordonnant ses
valeurs propres par ordre décroissant, ce qui est analogue a analyser
ses composantes principales. £ est une matrice positive semi-défi-
nie et les modes correspondant aux valeurs propres les plus basses
peuvent étre corrompus par les incertitudes expérimentales [20, 21].
Les deux modes indépendants les plus importants sont représentés
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sous forme de heatmap dans la Figure 1C-D. Le mode le
plus important correspond bien a la corrélation inverse
de MIF et de IIL8. Le mode suivant (seulement trois fois
moins important que le premier) correspond aux inte-
ractions plus faibles, mais supérieures au bruit expéri-
mental. Les modes suivants sont corrompus par le bruit.

Réponse a des perturbations et retour
a I’équilibre dans le méme état stable

L'analyse du réseau des voies de signalisation des
protéines dans leur état stable permet de prédire la
réponse a des petites perturbations en utilisant I’équa-
tion 3 (voir Encart 1). Dans le cas des macrophages, les
perturbations sont des anticorps qui neutralisent spé-
cifiquement une protéine. Un seul potentiel chimique,
M, est perturbé dans I’équation 3, mais toutes les
protéines répondent a cette perturbation. Les anticorps
choisis sont I’anti-VEGF, 'anti-IL-8 et I"anti-TNF-cL.
Les résultats des mesures expérimentales de la réponse
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Figure 3. Réponse protéique a des variations de concentration en 0, sur cellule unique. A. Les trois plus basses valeurs propres de la matrice de
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sont comparés a ceux obtenus a partir de "équation 3 dans la Figure est affectée et altérée par une pression réduite en oxy-
2B. La neutralisation de I'IL-8 entraine un accroissement important du  géne [23].
nombre de protéines MIF sécrétées, puisque ces deux protéines sont
corrélées de fagon inverse. Elle accroit légerement le nombre de VEGF  Analyse des protéines impliquées dans les voies
puisque ces deux protéines sont en interaction stimulante faible. La  de signalisation de mTOR en normoxie et hypoxie
neutralisation de VEGF n’a, en revanche, pratiquement pas d’effet sur  Les expériences consistent en des mesures des fluctua-
le nombre de protéines secrétées. La faible interaction avec I'lL-8 est  tions de I'expression de protéines impliquées dans les
de I'ordre de grandeur du bruit expérimental. voies de signalisation de mTOR et de HIF-1a (hypoxia-
inducible factor-1¢r) d’une lignée de cellules cancé-
Réponse a une perturbation forte : transition entre I’état reuses d’un glioblastome multiforme (cellules GBM de la
de normoxie et I’état d’hypoxie lignée U87 EGFRvIII qui expriment de maniére stable le
récepteur du facteur de croissance épidermique EGFR-
Nous avons étudié, au moyen de I'approche détaillée ci-dessus, la  vlll) par la technique SCBC (single-cell barcode chip)
réponse des voies de signalisation de la protéine mTOR (mammalian [11, 13, 15]. Cette technique permet de mesurer le
target of rapamycin) & des pressions variables en oxygéne. mTOR est nombre de protéines exprimées par des cellules uniques
une cible thérapeutique prometteuse, car elle joue un réle important soumises a des pressions décroissantes en oxygene
dans la régulation de la réponse cellulaire & des signaux moléculaires (PO, = 21, 3, 2, 1,5 et 1 %), qui vont de I’état de nor-
environnementaux [6]. Elle est activée de maniere trés significative moxie (21 %) a celui d’hypoxie (1 %) [10]. Le nombre
dans plusieurs tumeurs solides [22]. Cependant, les résultats des thé-  de cellules analysées lors de la variation en PO, est
rapies inhibant mTOR dans les tests cliniques ne sont pas concluants  d’une centaine, ce qui est statistiquement significatif
[5]. Il est par ailleurs établi que la signalisation moléculaire de mTOR  pour analyser les fluctuations et les corrélations. Les
m/s n® 12, vol. 30, décembre 2014 1133
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protéines choisies sont trois protéines sécrétées (VEGF, IL-6 et la
MMP1) et quatre protéines cytoplasmiques (HIF-low et trois phos-
phoprotéines, phospho[p]-mTOR, la p-extracellular signal-regulated
kinase 1 [p-ERK1], et la sérine-thréonine kinase p-P70S6K).

U'analyse des histogrammes d’expression des protéines révele que la
variation de la pression en O, entre 2% a 1,5 % n’est pas une per-
turbation faible. Les histogrammes des nombres de la protéine mTOR
(Figure 3) présentent un épaulement aux valeurs hautes (21 a 3 %) et
basse (1 %) de la pression en 0,, mais la distribution est étroite a la
pression intermédiaire de 1,5 %. Ce comportement est aussi observé pour
les deux autres phosphoprotéines, p-ERK1 et p-P70S6K. €n revanche, les
histogrammes des valeurs de la protéine HIF-1ou (Figure 3) sont étroits
de 21 % a 1,5 % de PO,, mais a 1 %, la distribution devient tres large.
Quant aux histogrammes des valeurs de la protéine IL-6, qui n’est pas
impliquée dans les voies de signalisation de mTORC1 et d’HIF-1q, ils ne
présentent pas de variation marquée en fonction de la pression en 0,. Le
systeme passe de ’état de normoxie a I’état d’hypoxie dans la plage de
PO, 2-1,5 %, un histogramme étroit indiquant que la protéine interagit
peu avec les autres. Le découplage de mTOR dans cette plage de pression
nous amene a prédire que mTOR ne peut pas étre inhibée dans cette zone
de pression. Nous avons vérifié cette hypothese en analysant la réponse
a un inhibiteur de mTOR en fonction de la pression en 0, dans deux types
de cellules tumorales : des cellules issues de la lignées EGFRvIIl et des
cellules de neurosphéres dérivées d’une tumeur d’origine humaine gref-
fée chez 'animal [10].

Notre analyse [10] permet de montrer que la protéine mTOR est
impliquée dans des voies de signalisation différentes selon I’état de
normoxie et d’hypoxie. €n utilisant le principe de Le Chatelier, nous
pouvons montrer que le réseau des voies de signalisation de mTOR
subit ’équivalent d’une transition de phase dans la plage de pression
en 0, de 2% a 1,5 %, et modifie la stabilité de son état de part et
d’autre de cette zone.

Basculement du réseau des voies de signalisation mTOR

de normoxie a I’état d’hypoxie

Varier la pression en 0, conduit a changer des potentiels chimiques
des protéines impliquées dans les voies de signalisation de mTOR et
d’HIF-1o.. La relation donnée par I’équation 3 qui relie la variation
du nombre moyen de protéines, SN, a de petites perturbations qui
induisent la variation des potentiels chimiques, OlL; ne permet pas
de décrire un changement d’état. Elle peut étre utilisée pour prédire la
réponse des protéines a une variation de la pression en 0, entre 21 % a
3 %, qui correspond a une faible perturbation de I’état de normoxie, et
de 1,5 % a 1 % pour I’état d’hypoxie, mais cependant pas dans la plage
de 2% a 1,5 % qui correspond a la transition de phase. Le fait de ne
pas pouvoir prédire la réponse moléculaire dans la plage de pression
en 0, de 2 % a 1,5 % est donc indicatif d’'un changement d’état. Cette
transition de phase est directement reflétée dans la représentation
spectrale de la matrice de covariance, 2, qui permet de caractéri-
ser les modes indépendants, et donc les voies de signalisation, en
fonction de la pression en 0,. Cette analyse montre que les voies de
signalisation de mTOR subissent une transition de I’état de normoxie a
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Figure 4. Comparaison entre les variations du nombre de pro-
téines mesurées entre deux pressions d’0, et la prédiction a
partir de I’équation 3. Les prédictions basées sur la version
quantitative du principe de Le Chdtelier sont en accord avec
les mesures expérimentales pour les domaines 21-3 % et
3-2 %, qui correspondent a une perturbation de I’état stable
de normoxie, et 1,5-1 %, qui correspond a une perturbation de
I’état d’hypoxie. Pour le domaine 2-1,5 %, qui correspond a la

transition, la prédiction est moins bonne.

I’état d’hypoxie. Dans la plage de pressions 2-1,5 %, qui
correspond a la transition, mTOR est découplée, ce qui
se traduit par le fait qu'une des valeurs propres de la
matrice de covariance prend une valeur proche de zéro.
Cette valeur n’est pas strictement zéro car une cellule
est un systeme de taille finie. Cette transition de phase
suit la régle de Gibbs, selon laquelle un degré de liberté
est perdu quand deux phases coexistent.

Les vecteurs propres et des valeurs propres de la matrice
de covariance, X, sont repris dans la Figure 3. Uanalyse
de la participation des protéines aux modes qui corres-
pondent aux trois valeurs propres les plus basses de la
matrice X indique que, pour des pressions supérieures
a 2 %, ces trois modes capturent 75-95 % des interac-
tions entre les protéines HIF-1la,, p-mTOR et p-P70S6K.
€n revanche, pour des pressions de 1 %, il y a eu un
basculement du réseau des voies de signalisation et ce
sont les interactions entre p-mTOR, p-ERK et p-P70S6k



qui dominent les trois modes (80 %-100 %). Pour une pression de
1,5 %, on constate que I’histogramme de p-mTOR est plus étroit, et
cette réduction des fluctuations indique que p-mTOR est découplée
des autres protéines, ce qui correspond a la perte d’un degré de liberté
dans les modes de X et une valeur propre proche de zéro. Cette perte
d’un degré de liberté est en accord avec Iexpression quantitative du
principe de Le Chdtelier donnée par I"équation 3: 6N = BEdu. La
dimension de la matrice X, qui est égale & sept (puisque sept protéines
sont mesurées), donne le nombre de modes de réponse & une pertur-
bation linéairement indépendants. La perte d’une valeur propre de X
correspond a la perte d’un mode de réponse indépendant, ce qui veut
dire qu’il y a moins de possibilités de variations indépendantes des
ON. Ceci implique que la voie de signalisation de mTORCI ne peut pas
étre inhibée a la transition, mais bien avant et aprés la transition. A
la transition, des changements importants dans le potentiel chimique
de p-mTOR et des deux autres phosphoprotéines p-€RK et p-P70S6k ne
conduisent pas a un changement important du nombre moyen de ces
derniéres. Ceci explique le fait qu’on ne puisse pas utiliser le principe
de Le Chdtelier pour prédire la réponse des SN dans cette plage de
pression, mais bien avant et aprés (Figure 4).

Conclusions

La mesure des fluctuations de la réponse de cellules uniques a des
perturbations par la technique SBCB permet d’analyser les voies de
signalisation dans lesquelles les protéines mesurées sont impliquées,
et de prédire la réponse cellulaire a des petites perturbations. Dans
le cas de perturbations fortes qui impliquent un changement d’état,
comme dans le cas de la transition normoxie-hypoxie, il est possible
d’analyser le changement des voies de signalisation qui accompagne
cette transition et de mieux comprendre la réponse a des thérapies. ¢

SUMMARY

Prediction of the molecular response to pertubations from single
cell measurements

The response of protein signalization networks to perturbations is
analysed from single cell measurements. This experimental approach
allows characterizing the fluctuations in protein expression levels from
cell to cell. The analysis is based on an information theoretic approach
grounded in thermodynamics leading to a quantitative version of Le
Chatelier principle which allows to predict the molecular response.
Two systems are investigated: human macrophages subjected to lipo-
polysaccharide challenge, analogous to the immune response against
Gram-negative bacteria and the response of the proteins involved in
the mTOR signalizing network of GBM cancer cells to changes in partial
oxygen pressure. ¢
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