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Abstract

Introduction: The 1-methyl 4-phenyl 1,2,3,6-tetrahydropiridium (MPTP) induced model
of neurodegeneration in Parkinson’s disease (PD) is one of the most commonly used
experimental models. This neurotoxic agent, or rather its metabolite MPP", leads to inhibition
of mitochondrial complex I, an increase in free radicals’ production and ATP depletion, all
resulting in cellular demise and death. Rho-kinase is an enzyme involved with numerous cell-
regulatory mechanisms, such as cytoskeleton organization, axonogenesis, vesicular transport
regulation and apoptosis regulation, which are all important for cell survival.

Aim: Our aim was to investigate the effects of Rho-kinase inhibition on the MPP* induced
model of neurodegeneration and the role of Akt and adenosine monophosphate-activated
protein kinase (AMPK) signaling pathways in this process.

Material and methods: The experiments were performed on the human neuroblastoma SH-
SY5Y cell line. The MTT test was used to measure the viability of the cells after the MPP* and/
or Rho-kinase inhibitor, fasudil, treatments. Changes in activation levels, or expression of
PAMPK, pAkt, AMPK and Akt, were measured using the immunoblotting method, and the
protein levels were quantified by densitometry.

Keywords: Results: The MPP* caused a dose-dependent decrease in cellular viability, compared to the
Akt, control group (untreated cells), while fasudil treatment, prior to MPP* exposure, improved
AMPK, cell viability in a dose dependant manner, compared to MPP* treatment. Analysis of activation
fasudil, status of target proteins showed an increase in Akt activation after the fasudil treatment, while
neurodegeneration, the AMPK activation was not significantly changed.

MPP+, Conclusion: Inhibition of Rho-kinase using fasudil causes a decrease in MPP* induced cell
Rho-kinase death, which is possibly mediated by an activation of the Akt/PI3K signaling pathway.
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Sazetak

Uvod: Model neurodegeneracije indukovan primenom 1-metil 4-fenil 1,2,3,6-tetrahidro-
piridijuma (MPTP) jedan je od najc¢es¢e koris¢enih modela Parkinsonove bolesti u ek-
sperimentalnim uslovima. Ovo organsko jedinjenje, tj. njegov metabolit MPP*, inhibira
kompleks I u mitohondrijama i povecava proizvodnju slobodnih radikala, $to vodi ka
depleciji adenozin-trifosfata (ATP) i celijskoj smrti. Ro-kinaza je enzim ukljucen u regu-
laciju vaznih procesa u celiji, kao $to su organizacija citoskeleta, aksonogeneza, regulacija
vezikularnog transporta i apoptoza, koji su znacajni za Celijsku funkciju i prezivljavanje.
Cilj: Cilj ovog rada je bio ispitivanje efekta inhibicije Ro-kinaze u ¢elijskom modelu neu-
rodegeneracije izazvane MPP*-om, kao i uloga regulatornih kinaza i to protein kinaze B/
Akt i adenozin monofosfatom aktivirane kinaze (AMPK) u tom procesu.

Materijal i metode: Eksperimenti su radeni na celijskoj liniji humanog neuroblastoma
SH-SY5Y. Za odredivanje vijabiliteta celija, nakon tretmana MPP*-om sa/bez prisustva
inhibitora Ro-kinaze, fasudila, koris¢en je MTT test. Imunoblot metoda je koris¢ena za
odredivanje nivoa aktivacije proteina uklju¢enih u kontrolu metabolickih puteva, AMPK
i Akt, a kvantifikacija je uradena denzitometrijom.

Rezultati: Pokazano je da tretman MPP*-om dovodi do pada vijabiliteta celija neurobla-
stoma u odnosu na kontrolne (netretirane) celije, dok se u uslovima pretretmana fasu-
dilom uocava dozno zavisni porast vijabiliteta u odnosu na tretman samo MPP*-om.
Ispitivanje ciljnih proteina je pokazalo da u uslovima tretmana fasudilom i MPP*-om
dolazi do znacajanog porasta u aktivaciji Akt, dok nema znacajnih promena u aktivaciji
AMPK.

Zakljucak: Inhibicija Ro-kinaze upotrebom fasudila pobolj$ava prezivljavanje celija ne-
uroblastoma u uslovima citotoksi¢nog dejstva MPP* neurotoksina i dovodi do aktivacije

Ro-kinaza Akt/PI3K signalnog puta.

Uvod

Parkinsonova bolest (PB) se javlja u 2% populacije
starije od 60 godina, ¢ine¢i je drugom po ucestalosti neu-
rodegenerativhom bolescu i najcesci je uzrok parkinsoniz-
ma, sindroma koji karakteri$u bradikinezija, rigor, tremor
u miru i posturalna nestabilnost (1,2). Iako je patofizioloski
mehanizam ostecenja i smrti dopaminergickih (DA) neu-
rona u PB i dalje nedovoljno razjasnjen, identifikovani su
neki od procesa koji dovode do celijske smrti, ukljucujuci
oksidativni stres, poremec¢enu funkciju mitohondrija, na-
stanak agregata proteina alfa sinukleina (ASYN), kao i po-
remecaj funkcije celijskih sistema uklju¢enih u homeostazu
proteina (3,4).

Vazan korak u istrazivanju etiopatogeneze parkin-
sonizma i molekularnih mehanizama koji leze u osnovi
o$te¢enja DA neurona omogucilo je sluc¢ajno otkri¢e me-
peridinskog analoga 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiri-
dina (MPTP). Zanimljivo je da je MPTP model jedan od
retkih za koji su prva saznanja dobijena u humanoj popu-
laciji, kada se MPTP nasao kao primesa sintetskog heroina,
$to je za posledicu imalo brz razvoj uznapredovale klinicke
slike parkinsonizma kod nekoliko korisnika narkotika (5).
Usledila su brojna istrazivanja, tokom kojih je ustanovlje-
no da MPTP prolazi krvno-mozdanu barijeru, kao i da se
u astrocitima dejstvom enzima monoamino-oksidaze B
(MAO-B) metabolise u toksin 1-metil-4-fenilpiridinijum
(MPP") (6-9), koji dalje selektivno ulazi u DA neurone
posredstvom dopaminskog transportera (DAT) (6), gde in-
hibira kompleks I mitohondrijalnog respiratornog lanca i
indukuje porast slobodnih radikala. Oni inhibiraju tirozin

hidroksilazu, $to dovodi do smanjene sinteze dopamina i
poremecaja u neurotransmisiji (10,11). Oksidativno ostece-
nje izazvano MPP*-om dovodi do disfunkcije mitohondrija,
sledstvenog pada u sintezi adenozin-trifosfata (ATP), oste-
¢enja i smrti DA neurona (12). Kada se u obzir uzme ¢inje-
nica da je sinteza dopamina sama po sebi proces u kome
nastaju slobodni radikali, kao i da u ovim neuronima pri-
rodno postoje niza aktivnost enzima antioksidativne zasti-
te i veca zastupljenost gvozda, jasno je zasto su upravo DA
neuroni posebno vulnerabilni kada je u pitanju oksidativni
stres (13).

Ro (engl. Rho) protein spada u grupu malih guano-
zin-trifosfat (GTP) vezujucih proteina i ima vaznu ulogu u
regulaciji Celijskih funkcija i to preko regulacije svog nis-
hodnog efektora, Ro-kinaze (engl. Rho-associated kinase).
Ovaj enzim ucestvuje u prenosu celijskih signala i regula-
ciji ¢elijskih funkcija poput organizacije citoskeleta, akso-
nogeneze, regulacije vezikularnog transporta, apoptoze i
mnogih drugih (14-16). Pokazano je da je Ro-kinaza vrlo
rasprostranjena u centralnom nervnom sistemu (CNS) i da
se njena ekspresija povecava sa starenjem (16,17). Smatra
se da njena povecana ekspresija negativno utice na proces
oporavka ostecenih neurona u CNS-u tako $to inhibira re-
generaciju aksona u oste¢enim nervnim ¢elijama (18). To je
razlog zbog cega njena inhibicija predstavlja potencijalno
novi pristup u neuroprotekciji (19,20). Fasudil, selektivni
ihibitor Ro-kinaze (21), uveden je kao antagonist kalciju-
movih (Ca?") kanala i kao vazodilatator u cerebrovaskular-
nim poremecajima (22), a danas se istrazuje njegova poten-
cijalna primena u razli¢itim metabolickim poremecajima i
neurodegenerativnim bolestima (19,20,23).
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Osim $to inhibira Ro-kinazu, pokazano je da
fasudil aktivira LKB1 (engl. liver kinase BI) u skeletnim
mi$i¢ima, a ova kinaza zatim fosforilise i aktivira adenozin
monofosfatom aktiviranu protein kinazu (AMPK) (23).
Adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza
centralni je unutarcelijski energetski senzor ¢ija je osnovna
funkcija odrzavanje energetske homeostaze u ¢eliji. Aktivira
se pri promeni energetskog stanja celije, usled pada ATP-a
i porasta adenozin-monofosfata (AMP) ili adenozin-
difosfata (ADP), kao i uslovima povecane koncentracije
unutarcelijskog kalcijuma (24). Aktivacija AMPK dovodi
do inhibicije anaboli¢kih i promocije kataboli¢kih procesa
u Celiji, kako bi odrzala energetsku homeostazu celije (24).
Kako u uslovima o$te¢enja DA neurona u PB dolazi do
disfunkcije kompleksa I (25) i posledi¢ne deplecije ATP-a,
moguce je da dolazi i do aktivacije AMPK, sa ciljem
ocuvanja normalnog energetskog naboja i sprecavanja
smrti neurona.

Akt (protein kinaza B) je serin-treonin kinaza koja
ucestvuje u regulaciji Celijskog rasta, proliferacije, apoptoze
i metabolizma glikogena. Pored toga, pokazano je da u
CNS-u stimuli$e grananje i obnavljanje ostecenih aksona
(26-28). S druge strane, post mortem analize mozdanog
tkiva su pokazale da u uzorcima pacijenata obolelih od PB
postoji znacajno smanjenje aktivnosti Akt signalnog puta
u odnosu na uzorke dobijene od zdravih kontrola (29,30).
Pokazano je da inhibicija Ro-kinaze dovodi do aktivacije
Akt/PI3K signalnog puta (21), koja je u modelima
neurodegeneracije izazvanim MPP*-om imala protektivno
dejstvo (31-33), $to ukazuje na znacaj Akt/PI3K signalnog
puta u mogucem neuroprotektivnom delovanju inhibitora
Ro-kinaze, fasudila.

Cilj ovog rada je bio da se ispita efekat inhibicije
Ro-kinaze na prezivljavanje neurona u neurotoksi¢nom
ostecenju izazvanom primenom MPP*-a, kao i uloga
kinaza AMPK i Akt u tom procesu

Materijal i metode

Za potrebe eksperimenata korid¢ena je celijska lini-
ja humanog neuroblastoma, SH-SY5Y. Celije su gajene na
37 °C u vlaznoj atmosferi koja sadrzi 5% ugljen-dioksida
(CO2), u medijumu F12/MEM (1:1), oboga¢enom fetal-
nim govedim serumom (10%), L-glutaminom (2 mM),
neesencijalnim aminokiselinama (1% NEAA) i smeSom
antibiotik/antimikotik (1%). Kao pretretman dodat im je
fasudil (u koncentracijama 12,5 uM, 25 pM i 50 uM za vi-
jabilitet i 50 uM za imunoblot), a nakon 1h tretirane su 2
mM MPP*.

MTT test vijabiliteta

Boja MTT (3-(4-5-dimetilazol-2-il)-2-5-difenilte-
trazolijum-bromid) vezuje se za mitohondrije i u njima se
redukuje u nerastvorni formazan. Posto je redukcija for-
mazana moguca samo u funkcionalnim mitohondrijama,
intenzitet dobijene boje direktno je proporcionalan mito-
hondrijalnoj aktivnosti ¢elija, odnosno broju zivih celija,

§to je ocitavano na 570 nm koriS¢enjem automatskog cita-
¢a mikrotitracione ploce (TECAN Sunrise, Svajcarska).

Za potrebe testa vijabiliteta Celije su postavljene u
mikrotitracione ploc¢e sa 96 bunarica, sa gustinom od 2 x
10* éelija/bunarié, a tretmani su radeni u triplikatu. Celije
su inkubirane u prisustvu odgovarajucih tretmana tokom
24h, nakon cega je raden MTT test. Vijabilitet je izrazen
kao procenat u odnosu na kontrolnu grupu, koju su ¢ini-
le celije bez tretmana, ¢iji je vijabilitet arbitrarno odreden
kao 100%.

Tehnika imunoblota (Western blot)

Imunoblot tehnika kori$¢ena je za detekciju even-
tualne promene u nivou fosforilacije AMPK i Akt kinaza,
kao pokazatelja njihove aktivacije prilikom primene fasu-
dila, u SH-SY5Y celijskoj liniji tretiranoj MPP*-om.

Za ovu metodu Celije su postavljene u Petri Solje sa
gustinom 3 x 10°. Tretirane su MPP*-om (2 mM), a kao
pretretman (1h pre MPP*) dodat je fasudil (50 uM). Nakon
8h celije su lizirane na ledu puferom za liziranje (engl. lysis
buffer) (30 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-
40, 1 mM fenilmetilsulfonil-fluorid i inhibitori proteaza),
centrifugirane na 14000 g, 15 min na 4 °C, nakon cega je
pokupljen supernatant.

Nakon liziranja celija odredivana je koncentracija
proteina u svakom uzorku metodom po Bradfordu (34),
a na osnovu standardne krive, dobijene pomocu rastvo-
ra albumina poznatih koncentracija. Proteini iz uzoraka
¢eljskih lizata razdvojeni su elektroforezom na 10% gelu
od poliakrilamida, u prisustvu natrijum-dodecil-sulfa-
ta (engl. sodium dodecyle sulphate, SDS-PAGE). Nakon
elektroforeze, proteini su sa gela preneti na nitrocelulozne
membrane (Bio-Rad, Francuska), koje su zatim inkubirane
u rastvoru primarnog antitela za fosfo-Akt (1:1000), Akt
(1:1000), fosfo-AMPK (1:1000), AMPK (1:1000) i p-aktin
(1:2000) (Cell Signaling Technology, SAD), a zatim, nakon
ispiranja i u rastvoru sekundarnog antitela (engl. Anti-
rabbit IgG-HRP At, 1:5000, Jackson IP Laboratories, SAD).
Vizuelizacija je izvr$ena nalivanjem hemiluminiscentnog
reagensa na membrane (Amersham Pharmacia Biotech,
SAD).

Snimanje hemiluminiscentnog signala, kvantifika-
cija i denzitometrijska analiza odradeni su u softverskom
paketu ImageLab (BioRad, Francuska). Kvantifikacija je
radena na osnovu srednje vrednosti denzitometrija iz dva
odvojena eksperimenta i njome je odreden nivo fosforilisa-
nih formi AMPK i Akt proteina u odnosu na ukupan nivo
proteina i potvrdena znacajnost u promeni njihove za-
stupljenosti. Beta aktin je kori$¢en kao pokazatelj ukupne
koli¢ine proteina nanete na gel za svaki uzorak. Analiza je
uradena za uzorke iz dva nezavisna tretmana.

Statisti¢ka analiza

Za analizu rezultata kori$¢en je Studentov t-test za
dva nezavisna uzorka. Kao kriterijjum znacajnosti uzeto je
p < 0,05 (statisticki znacajna razlika) i p < 0,01 (visoko sta-
tisticki znacajna razlika).
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Rezultati

Efekti inhibicije Ro-kinaze na toksi¢ni efekat MPP*-a

U cilju ispitivanja neuroprotektivnog delovanja in-
hibicije Ro-kinaze na celije neuroblastoma, u uslovima od-
sustva ili prisustva neurotoksina MPP*, celije su tretirane
fasudilom (12,5 pM, 25 pM i 50 uM) i MPP*-om (2 mM)
u trajanju od 24h. Rezultati su pokazali da tretman fasudi-
lom nije doveo do promene u vijabilitetu celija u odnosu
na kontrolne, netretirane celije. Primena MPP*-a (2 mM)
uzrokovala je statisticki znacajan pad vijabiliteta celija u
odnosu na kontrolnu grupu. Pretretman fasudilom (1h) je,
medutim, doveo do dozno zavisnog porasta vijabiliteta ce-
lija tretiranih MPP*-om u odnosu na ¢elije izlozene samo
MPP*-u, koji je bio statisticki znacajan u uslovima koncen-
tracije fasudila od 50 uM (grafikon 1).

Ovi rezultati pokazuju da fasudil ima neuropro-
tektivni efekat u neurotoksicnom o$tecenju izazvanom
MPP*-om.

Ispitivanje uloge AMPK i Akt u neuroprotektivnom
efektu fasudila

Aktivnost enzima pracena je na osnovu zastupljeno-
sti fosforilisanih formi (pAMPK i pAkt) u odnosu na uku-
pni sadrzaj enzima u celiji (AMPK i Akt), $to je uradeno
primenom imunoblota u uzorcima kontrolnih ¢elija, ¢elija
tretiranih fasudilom (50 uM) i MPP*-om (2 mM) i u uslo-
vima kombinovanog tretmana (fasudil i MPP*). Rezultati
pokazuju porast zastupljenosti fosforilisane forme Akt pri
tretmanu MPP*-om, kao i tretmanu fasudilom. Medutim,
u uzorku celija koje su bile izlozene kombinovanom tre-
tmanu doslo je do porasta aktivacije Akt, ne samo u odno-
su na kontrolne, netretirane celije ve¢ i u odnosu na celije
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Grafikon 1. Analiza vijabiliteta SH-SY5Y ¢elija MTT testom
nakon pretretmana fasudilom i tretmana MPP*-om (2 mM)
nakon 24h. Vijabilitet Celija je predstavljen kao procenat zivih
¢elija u odnosu na kontrolu (netretirane celije). Rezultati su iz-
razeni kao srednja vrednost triplikata iz 3 nezavisna uzorka +
SD (*oznacava p < 0,05 u odnosu na kontrolu koju ¢ine ¢elije na
koje nije primenjen tretman, dok # oznacava p < 0,05 u odnosu

na Celije tretirane samo MPP*-om).

tretirane samo MPP*-om ili fasudilom (slika 1). Ovi re-
zultati pokazuju da primena fasudila dovodi do dodatne
aktivacije Akt signalnog puta, Sto ukazuje na njegovu mo-
gucu ulogu u pokazanom neuroprotektivnom delovanju
fasudila u uslovima primene MPP*-a.

Ispitivanje nivoa aktivnosti AMPK u navedenim
tretmanima pokazalo je da dolazi do porasta nivoa fos-
fo-AMPK u tretmanu MPP*-om, dok primena fasudila nije
dovela do znacajne promene aktivnosti AMPK u odnosu
na kontrolne celije, niti na celije tretirane samo MPP*-om
(slika 1). Ovaj rezultat ukazuje da neuroprotektivno delo-
vanje fasudila nije povezano sa aktivacijom AMPK.

-+ -+

FAS

kontrola

8h

Slika 1. Imunoblot analiza ekspresije AMPK i Akt, i aktiviranih, fosforilisanih formi AMPK (pAMPK) i Akt (pAKT) u ¢elijama
humanog neuroblastoma SH-SY5Y nakon tretmana MPP*-om (2mM) i/ili fasudilom (50 uM), u trajanju od 8h.
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Diskusija

Molekularni mehanizmi ostecenja dopaminergic-
kih neurona u Parkinsonovoj bolesti predstavljaju pred-
met mnogih istrazivanja. U ovim ispitivanjima se koristi
veliki broj modela, medu kojima je i model ostecenja Celija
toksinom MPTP i njegovim aktivnim metabolitom MPP*
koji smo mi koristili. U nasim eksperimentima, kao $to je
prethodno pomenuto, koris¢ene su celije humanog neu-
roblastoma SH-SY5Y, koje eksprimiraju dopaminergicke
transportere, pa je preko DAT omoguceno preuzimanje
MPP+-a u celije (35,36). Nakon ulaska toksina u celiju
dolazi do njegovog transporta u mitohondrije, inhibici-
je kompleksa I respiratornog lanca i porasta produkcije
slobodnih radikala, ostecenja autofagije i sistema protea-
zoma, $to odgovara ostecenjima koja se srecu u PB (4,36).

Neurotoksin MPP* se u eksperimentalnim uslovi-
ma Kkoristi i za indukciju ekspresije Ro-kinaze (15). Porast
aktivnosti ovog enzima ima za posledicu ubrzanu ak-
sonsku degeneraciju, koja se ogleda u skracenju aksona
(19,20), a ostvarena je modulacijom lakog lanca miozi-
na, fosforilacijom LIM-kinaze i drugim mehanizmima
(14). Osim degeneracije aksona, Ro-kinaza ima uticaja i
na procese apoptoze i neuroinflamacije (37). U brojnim
studijama je pokazano da inhibicija ovog enzima dovodi
do smanjenog propadanja celija (18-21).

Prethodno je pokazano da MPP* izaziva dozno za-
visnu smrt SH-SY5Y celija (31). Testom MTT pokazali
smo da primenjena doza MPP*-a izaziva znacajan pad vi-
jabiliteta celija. Primenom inhibitora Ro-kinaze, fasudila,
pokazano je da dolazi do dozno zavisnog porasta vijabili-
teta celija, $to se slaze se studijom iz 2012. godine, u kojoj
je efekat fasudila na dopaminergicke neurone testiran u
in vitro i in vivo modelima (20). Neuroprotektivni efekat
fasudila je najverovatnije posledica aktivacije i interakci-
je nekoliko signalnih puteva (18). Mi smo, medutim, po-
smatrali dva signalna puta, Akt/PI3K i AMPK, za koje je
u prethodnim istrazivanjima pokazano da dovode do spa-
savanja Celija u modelima neurotoksi¢nog ostecenja do-
paminergickih neurona primenom MPP*-a ili 6-OHDA
(31,32,38).

Istrazivanje iz 2014. godine pokazalo je da u celija-
ma skeletnih misica i hepatocitima miseva pod uticajem
fasudila dolazi do aktivacije AMPK signalnog puta, ali
nema podataka o uticaju fasudila na aktivaciju AMPK u
¢elijama nervnog sistema (23). U nasem modelu o$te¢enja
neurona pokazano je da nema njegove znacajne aktivacije
i da neuroprotektivni efekat fasudila ne ukljucuje aktiva-
ciju AMPK.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je po-
tencijalni mehanizam neuroprotektivnog dejstva fasudila
aktivacija Akt/PI3K signalnog puta, $to je u skladu sa re-
zultatima iz prethodnih studija u modelima PB i ishemij-
skog ostecenja CNS-a (20,21). Akt se smatra jednim od
glavnih regulatora celijskog rasta, proliferacije i apoptoze
(26,27). Na modelu ishemijske bolesti mozga pokazano je
da inhibicija Ro-kinaze dovodi do inhibicije PTEN (engl.
Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome

10) (21), najvaznijeg inhibitora signalnih puteva koji de-
luju preko fosfatidil-inozitol-3,4,5-trifosfata, ukljucujuci
i Akt (39). Moguce je da je i u naSem modelu inhibicija
PTEN-a bila razlog vece zastupljenosti fosfo-Akt u celi-
jama tretiranim fasudilom, ali su neophodna dalja istra-
zivanja kako bi se to i dokazalo. Uz to, postoji moguénost
i da je protektivni efekat aktivacije Akt kinaze povezan sa
inhibicijom proapoptoskog proteina Bad (proteinski ago-
nist Celijske smrti udruzen sa Bcl2, engl. Bcl2 associated
agonist of cell death), koji nakon fosforilacije podleze kon-
formacionoj promeni i otpusta svoje antiapoptotske ekvi-
valente proteina B-celijskog limfoma (engl. B-cell lympho-
ma, Bcl), konkretno proteini Bcl2 (engl. B-cell lymphoma
2) i Bcl-X (engl. BCL2 like protein I1). Osim toga, smatra se
da Akt ima sposobnost direktne fosforilacije i inaktivacije
kaspaze 9. Pored ovih puteva, Akt moze da regulie in-
hibiciju apoptoze i na transkripcionom nivou, preko nu-
klearnog faktora-«B (engl. nuclear factor kB, NF-kB), p53,
Bax (engl. Bcl-2-associated X protein) i drugih transkripci-
onih faktora (26,27). Bilo koji od ovih Akt zavisnih puteva
regulacije smrti ¢elija moze biti deo mehanizma kojim in-
hibicija Ro-kinaze dovodi do poboljsanja vijabiliteta celija
u uslovima njihovog ostec¢enja delovanjem MPP*.

Zakljuc¢ak

Inhibitor Ro-kinaze, fasudil, dovodi do poboljsanja
prezivljavanja celija nakon tretmana neurotoksinom MPP*,
posredstvom Akt/PI3K signalnog puta. Dalja istrazivanja
su potrebna kako bi se detaljnije ispitao mehanizam
neuroprotektivnog efekta inhibicije Ro-kinaze.
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