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Abstrakt

MikroRNA jsou malé nekodujici molekuly RNA o délce zhruba 20-24 nukleotidt, které
post-transkripéné reguluji genovou expresi. Interferuji s mRNA pies parovani bazi v
komplementarnich sekvencich. V poslednich letech se ukazuje jejich vyznamna role pfi
poranéni a regeneraci nervové tkan¢. Cilem této bakalarské prace je popsat moznou ulohu

miRNA pfi poranéni centralni nervové soustavy se zameienim na poranéni michy.

Kli¢ova slova: mikroRNA, miRNA, poranéni nervové tkan€, poranéni miSni tkané,

regenerace nervove tkané

Abstract

MicroRNAs are small non-coding RNA molecules of a length about 20-24 nucleotides,
that regulate gene expression post-transcriptionally. They interfere mRNA molecules via base-
pairing with complementary sequences. Recently it was shown that they play an important role
in injury and regeneration of nervous tissue. The aim of this bachelor thesis is to describe

possible role of miRNAs in central nervous system injury with focus on spinal cord injury.

Key words: microRNA, miRNA, nervous tissue injury, spinal cord injury, regeneration

of nervous tissue
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1 UVOD

Poskozeni nervové tkané je velmi vazné poranéni s dlouhodobymi nasledky spojené
s nakladnymi financnimi vydeji. Podle Svétové zdravotnické organizace (web WHO, 2013)
piibude celosvétove jen u poranéni michy kazdoro¢né 250 az 500 tisic novych piipadi (40-80
pfipadli na milion obyvatel). Tito lidé dale v zavislosti na vaznosti zranéni ziji se zvySenym
rizikem predCasného umrti (az 2-5x pravdépodobnéji, nez u lidi bez poranéni michy),

chronickou bolesti, ¢i ¢asteCnou ztratou senzorickych i motorickych nervu.

Dodnes vSak neni zndma zadnd forma spolehlivé 1écby, kterd by pacientim pomohla
s Uplnym zotavenim. Nejnovéjsi vyzkumy vsak ukazuji dilezitost miRNA pfi téchto zranénich
a naznacuji moznou cestu, jak skrze tyto molekuly zlepsit regeneraci tkan€. Jedna se o kratké
molekuly RNA post-translacné regulujici fadu proteint, které hraji roli zejména v bunééném

cyklu a bunééné smrti, imunitni odpovédi, ¢i pii vyvoji organismu.

Velké mnozstvi miRNA piedstavuje v dneSni dobé vyzvu pro fadu védeckych tymi
zabyvajicich se zmapovanim jejich u€inku pfi patofyziologii poranéni. Mohou vSak byt novou

nadé&ji pro 1é¢bu pacientil trpicim nasledky téchto zranéni.

V této praci bych se chtél zaméfit na miRNA hrajici roli zejména pii poranéni misni
tkané, a to v oblastech imunitni odpovédi, formaci gliové jizvy a regeneraci neurond. Cilem si
pokladdm nastinit déje probihajicich v tkdni po poranéni a ucelené popsat zménu expresi
dilezitych miRNA s disledky téchto zmén ve formé¢ vlivu na prubéh poranéni ¢i regenerace

tkané.



2 COJE TO miRNA?

MikroRNA jsou malé protein-nekddujici molekuly RNA o délce zhruba 20-24 nukleotidti
(Lagos-Quintana et al., 2001), které post-transkripné reguluji genovou expresi (Eulalio et al.,
2009; Morozova et al., 2012). Byly objeveny poprvé v 90. letech u Caenorhabditis elegans jako
produkty gent lin-4 a let-7, které vSak nebyly dale translatovany. Tyto tzv. ,,small non-coding
RNAs* vsak obsahovaly komplementarni sekvence s nékterymi mRNA, a proto se jiz tehdy
objevila hypotéza o jejich mozné regulacni funkci (R. C. Lee et al., 1993). Dnes je obecné
piijiman fakt, ze miRNA je dilezity reguldtor mnoha bunécénych pochodl u vyssich eukaryot,
zejména u rostlin a obratlovcl, nicméné piipady miRNA Ize dohledat i u jinych Zivocicht jako

je Drosophila melanogaster (Bartel, 2018; Iftikhar et al., 2019; You et al., 2017).
2.1 Funkce miRNA

Jiz vySe zminéné komplementarni useky miRNA s nékterymi mRNA jsou nazyvany jako
tzv. ,,seed sequence®. Ty se nachazi na 5 konci miRNA a jsou evolu¢né konzervovany (Lewis
et al., 2003). Jedna tato ,,seed” sekvence je Casto komplementarni s vice mRNA, kde se vaze na
3¢ UTR, coz umoziuje regulovat velké mnozstvi genti. Obvykle se jedné o funk¢éni homology,
piipadné o proteiny ucastnici se jedné signalni drahy (Lewis et al., 2005; Lim et al., 2005; Stark
et al., 2005). Uginnost této regulace, kdy se vzdy jedna o represi, je viak v fadu nékolika procent
(Selbach et al., 2008). Timto zplsobem je regulovana az tfetina lidskych genii (Lewis et al.,
2005). MikroRNA se uplatniuje napiiklad pfi regulaci gent urcujici tkanovou specifitu (Lim et
al., 2005), pti vyvoji organismu (R. C. Lee et al., 1993), ¢i pfi patofyziologickych déjich (Nieto-
Diaz et al., 2014).

2.2 Biogeneze miRNA

MikroRNA jsou piepisovany z genomoveé DNA paralelné s mRNA RNA polymerazou II
ve formé az tisice bazi dlouhych molekul, které jsou nazyvany primarni miRNA (pri-miRNA)
(Y. Lee et al., 2004; Rodriguez et al., 2004). Nekteré pri-miRNA mohou byt v jadie editovany
(Kawahara et al., 2008). VSechny pri-miRNA obsahuji 5° ¢epicku, ale pouze nékteré maji
poly(A) konec (Cai et al., 2004), to protoze funkce RNA pol II mize byt n€kdy pterusena
RNézou III, ¢imz znemozni syntézu poly(A) konce (Ballarino et al., 2009). Struktura pri-
miRNA ma vsobé vzdy konvertovanou repetici, diky které¢ vytvaii vlasenku, kterou

rozpoznava tzv. ,,microprocessor.



Jedna se o heterotrimer tvofeny jednou molekulou endonukledzy Drosha a dvou molekul
strukturniho proteinu DGCRS8 (Nguyen et al., 2015). Mikroprocesor poté sestfihava pri-miRNA
do formy prekurzorové miRNA (pre-miRNA). Jedna se o 60 nukleotidii dlouhou vlasenku.
Rozdil mezi pri-miRNA a pre-miRNA Ize vidét na obrazku 1. Pre-miRNA je dale exportovana
pry¢ z jadra jadernym ptenaSeCem Exportinem-5 (Lund & Dahlberg, 2006). V cytoplazmé je
pre-miRNA zachycena dalsi RNazou III, tzv. ,,Dicer”, které je podobné jako Drosha soucasti
proteinového komplexu (Lau et al., 2009). Dicer vytvoii jiz funkéni mature-miRNA duplex
odstfizenim zbytku vlasenky, a pfitom se orientuje z 5° konce (Park et al., 2011). Tento duplex
je dale pomoci chaperonu Hsc70/Hsp90 (piipadné i za asistence Dicer (Chendrimada et al.,
2005)) prenesen do RNA-induced silencing complex (RISC), konkrétné na protein Argonaut
(Hammond et al., 2000; Iwasaki et al., 2010). Zde se z duplexu vybere ,,mature-miRNA* vldkno
a ,,designated miRNA* vlédkno, které je degradovéno (viz obr. 1). ,,Mature-miRNA* dale slouZzi
jako ,,guide RNA* pro RISC a tak reguluje genovou expresi (Hammond et al., 2000).
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Obrazek 1: Schéma biogeneze miRNA, prevzato z (Gaudet et al., 2018), v tomto schématu Ize
mimo jiné pozorovat vznik jednotlivych typii miRNA, tedy miR-5p a miR-3p, v zdvislosti na tom,
které ze dvou viaken se stane ,,mature a které ,, designated “.



3 MECHANISMY PORANENI MiCHY

Poranéni misSni tkdn€ 1ze rozdélit na zéklad¢ patofyziologie na primarni a sekundarni
(Tator, 1995). Pod pojmem primarni poranéni, ¢i primarni mechanismus, se ukryva fyzické
poskozeni michy, tedy rizné typy pohmozdéni, stielné poranéni, ¢i zlomeny nebo dislokovany
obratel v kréni oblasti — takovy ptiklad 1ze pozorovat na obrazku 2. Poranéni michy lze zptisobit
1 netraumatickou cestou jako nésledek infek¢niho onemocnéni, rakoviny, ¢i naptiklad mrtvice.
Uraz zptisobi na bunééné trovni obrovské mnozstvi zmén a dojde ke spusténi kli¢ovych

signalnich kaskad obecné nazyvané jako sekundarni mechanismus (Tator, 1995).

Obrazek 2: Zlomenina a dislokace C4 obratle, komprese michy
Ptevzato z https://en.wikipedia.org/wiki/Spinal cord injury

3.1 Sekundarni mechanismus poranéni michy

Sekundarni mechanismus je obecné pojmenovani v§ech biochemickych zmén na bunécné
urovni, které se spousteji v ndvaznosti na primarni poranéni. Jako takovy se da dale rozd¢lit na
akutni (do 4. dne po Urazu), sub-akutni (5 az 14 dni po razu) a chronickou fazi (od 15. dne po

urazu) (Alizadeh et al., 2019).



3.1.1 AKkutni a sub-akutni faze

V disledku poranéni dochazi jiz béhem par minut k vaznym zménam v nervové tkani.
Nejdiive dojde k pteruseni ptitoku okysli¢ené krve v disledku poskozeni hematoencefalické
bariéry, ¢imz dojde i k sniZzeni krevniho tlaku v misté¢ poranéni, coz $ifi ischemickou oblast
v tkani. Nedostatek kysliku a ATP, ktery mtize trvat az 24 hodin po priméarnim poranéni (Rivlin
& Tator, 1978), zpusobuje umirdni nervovych bunék. Hypoxicky stav vede k zvySené
koncentraci glutamatu v extracelularni matrix (Chen et al., 2007), ktery je rozpoznavan jak
metabotropnimi, tak i ionotropnimi receptory, coz vede kuvolnéni Ca®" do cytosolu.
Dlouhodobd vysoka koncentrace vapenatych iontl aktivuje signalni drdhy vedouci
k apoptoze/nekroze nervovych bunék (Pivovarova & Andrews, 2010). Astrocyty dale mohou
uvolnovat dalsi glutamat v reakci na zvySenou koncentraci vapenatych iontl, coz vede
k akumulaci glutamétu v poranéné tkdni po dobu jedné hodiny, na kterou reaguji neurony

bunécnou smrti v disledku excitotoxicity.
3.1.1.1 Iontova nerovnovaha

Mitochondrie reaguji na zvysenou koncentraci Ca*>" zpomalenim oxidativni fosforylace,
coz vede k dalsimu ubytku ATP v buiikich (Pandya et al., 2013). Bez energie nezvlada Na"/K*
pfenase¢ pumpovat sodikové ionty ven z buiiky, takZe se sodik hromadi v cytosolu. ZvySena
koncentrace sodiku zptsobi okyseleni cytosolu v disledku aktivace Na'/H® pfenasece
(Agrawal & Fehlings, 1996), coz vede k oxidativnimu stresu. Kyselé prostiedi totiz zpiisobuje
vyvazani Fe?" z feritinu a transferinu, ktery samovolné oxiduje na Fe**, a zp@isobuje tak tvorbu

superoxidu, které dale navozuji nekrozu.
3.1.1.2 Imunitni odpovéd’

Reakce imunitniho systému na primarni poranéni michy je jeden z klicovych faktord,
ktery zasadnim zpiisobem ovliviiuje nasledny pribéh regenerace ¢i hlubsi poskozeni tkané. Vse
zalezi na konkrétnim typu imunitni buiiky a ¢asovém useku, kdy se dana bunika do poranéné
oblasti dostane. Dfive se mélo za to, Ze imunitni odpovéd’, ktera vede k zanétu vede ke zhorSeni
stavu, dnes jsou ale zndmy mechanismy, kdy zanét v urcity okamzik naopak vede k regeneraci

tkang aktivaci kmenovych bunék (Stirling et al., 2009).



3.1.1.2.1 Reakce vrozené imunity

Béhem prvnich 24 hodin migruji do mista poranéni neutrofily (Beck et al., 2010), které
zprostiedkovavaji produkci cytokini a urcuji tak dal$i pribéh zanétu. Zaroven provadéji
fagocytdzu a tim zmirnuji poSkozeni tkan€. Dva az tfi dny po primarnim poranéni se dostavaji
do poskozené tkan¢ monocyty (Beck et al., 2010), které se diferencuji na makrofagy, jenz
spolecn¢ s mikrogliemi piebiraji roli neutrofili jako hlavniho bunécného typu provadéjici
fagocytdzu. V zavislosti na mikroprostiedi, ve kterém se jednotlivé makrofagy ocitnou, se

mohou polarizovat na jeden ze dvou fenotypt (Alizadeh et al., 2019).

M1 fenotyp navozeny Tl cytokiny INF-y ¢i TNF-a je obecné povazovan za prozanétlivy.
Na svém povrchu produkuje MHC II receptory, pomoci kterych aktivuji imunitni systém a tim
pohani dal§i pribeh zanétu. M1 fenotyp mé zaroveit omezenou schopnost fagocytovat. Na
druhou stranu fenotyp M2, ktery je navozeny zejména vysokou koncentraci IL-10 spole¢né
s IL-13 a IL-4, vice fagocytuje a produkuje tadu ristovych faktort (TGF-B, VEGF, IGF-1)
(Mosser & Edwards, 2008). Obecné je M2 fenotyp povazovan za prospesny pro dal$i regeneraci
tkang, ale je potieba zdlraznit, ze piili§ vysoké koncentrace rustovych faktord v akutni fazi
produkované M2-makrofagy i1 neutrofily (BMPs, FGFs, VEGFs) mohou vést k vytvofeni jizvy,

ktera naopak brani regeneraci (Braga et al., 2015).
3.1.1.2.2 Reakce ziskané imunity

Bunky specifické imunitni odpovédi, tedy T a B lymfocyty, se do mista poranéni dostavaji
behem prvniho tydne a plisobi zde i béhem chronické faze (Beck et al., 2010). Dtlezitou roli
pfi patofyziologii hraji regulacni lymfocyty, které tlumi zejména autoreaktivni imunitni
odpoveéd. Jejich aktivita je vSak v disledku poranéni rozruSena a nemohou tak piferusovat
¢innost autoreaktivnich lymfocytl. T lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny, které vedou
makrofagy do M1 fenotypu a navozuji apoptdézu oligodendrocytli a neuronti pfes FasR.
T lymfocyty maji dale schopnost aktivovat autoreaktivni B lymfocyty, které produkuji
autoprotilatky zpuasobujici hlubsi poSkozeni tkan€. Specifickd imunitni odpovéd’ vSak mulize
diferenciaci regulacnich T lymfocytli, které pak dale mohou regulovat autoreaktivni

T lymfocyty, nebo jim mohou pfimo navodit apoptozu (Alizadeh et al., 2019).



3.1.2 Chronicka faze

Jiz béhem prvnich hodin po trazu se kolem mista poranéni za¢ina tvofit zdkladni struktura
gliové jizvy, ktera se pozdé¢ji stava jednou z nejvyznamnéjsich charakteristik chronické faze.
Tato prvni forma jizvy je tvofena zejména aktivovanymi astrocyty formujici fyzickou i
biochemickou bariéru, kterd zamezuje Sifeni negativnich projevll poranéni (iontova
nerovnovaha, Sifeni cytokind...) a zabranuje tak hlubSimu poskozeni (Bradbury & Burnside,
2019). Béhem prvnich 14 dnt do jizvy migruje fada dalSich bunék, zejména fibroblasty
z meziobratlové ploténky produkujici semaforiny, které ovliviiuji riist axont (Pasterkamp et al.,

1999; Soderblom et al., 2013)

Hlavnim davodem, pro¢ je gliova jizva v chronické fazi problémem, je produkce
chondroitin sulfat proteoglykan, které podporuji vytvareni a 1 udrZovani gliové jizvy (Cafferty
et al., 2007). Na obrazku 3 lze vidét schématické zndzornéni mista poranéni michy a jiz
vytvotenou gliovou jizvu, kterd vytvari ochrannou bariéru pred Sifenim negativnich vlivi

sekundarniho mechanismu zranéni, stejné tak jako prekazku pro rist axont a regeneraci tkane.
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4 miRNA A PORANENI MICHY

Role miRNA pfi poranéni nervové tkané je pfedmétem mnoha studii, které postupné
pomahaji sestavit obraz popisujici jejich ulohu. Nékteré miRNA lze piimo propojit
s konkrétnimi geny, které dale reguluji. V fadé piipadi je nicméné spiSe pozorovana zména
exprese nékterych gent, kterd koreluje se zménami hladin konkrétnich miRNA, ale neni stale
patii zejména produkce faktorti fidici imunitni odpovéd’, bunécny cyklus, s kterym souvisi
formace gliové jizvy, a axondlni regenerace. miRNA lze dale vyuzivat jako markery bunécnych

typa, diky kterym muzeme sledovat naptiklad infiltraci imunitnich bun¢k do poranéné tkané.
4.1 Poruseni hematoencefalitické bariéry

V disledku fyzického poranéni misni tkdné dochazi k ptetrhani cév, a to je divodem
pfitomnosti ¢ervenych krvinek v misté zranéni. Dikazem toho je zvySena hladina miR-451
v prvnich 4 az 12 hodinach po poranéni (N. K. Liu et al., 2009; Nakanishi et al., 2010). Jedna
se 0 miRNA typickou pro retikulocyty (Merkerova et al., 2008). Z krve se do dané¢ oblasti
dostavaji i bunky imunitniho systému, zejména neutrofily, které tvoti az 70 % slozeni bilych
krvinek v krvi. Pfitomnost neutrofill je jeden z diivodii zvySené hladiny miR-223 v pribéhu
celé akutni 1 sub-akutni faze (Chung et al., 2020). Jedna se totiZ o miRNA regulujici diferenciaci
bunék myeloidni fady (Brook et al., 2019). Lze ji tak povaZovat za marker pfitomnosti bunck
vrozené imunity. Tym Y. Guana déale poukézal na vliv miR-223-5p pfi polarizaci potkanich
mikroglii. V jejich experimentu vedla zvySend exprese této miRNA v kM1 fenotypu
expresi faktoru Nrg-1, ktery inhibuje apoptdézu neuront a brani tvorbé gliové jizvy (Alizadeh

etal., 2018; Guan et al., 2019) .
4.1.1 miR-124

Dalsi z diilezitych miRNA regulujici imunitni odpovéd’ je miR-124. Jednd se 0o miRNA
dilezitou pfi diferenciaci neuronti z kmenovych bunék, kdy plsobi na 3° UTR mRNA
fosfatdzy-1. Tento enzym pak svou Cinnosti brani v expresi genl typickych pro neurony
(Visvanathan et al., 2007). Koncentrace miR-124 je béhem prvnich 4 hodin zvySena, ale
v pribéhu dalSich méteni prudce klesd (N. K. Liu et al., 2009), coz miize piimo souviset
s ubytkem neuronti v disledku probihajici apoptdézy. Tomu nasvédCuji i stejné zmény

koncentraci dal$i neuron-specifické miRNA —miR-128 (N. K. Liu et al., 2009; W. Zhang et al.,
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2016). miR-124 je regulator majici velké spektrum ucinku. VSeobecné lze fici, Ze pusobi
Nicméné¢ jeho snizena hladina umoznuje expresi C/EBP-a, ktery dale pozitivné reguluje PU.1.
Jedna se o transkrip¢ni faktory zplsobujici produkci makrofag-aktivujicich proteint CD45 a
MHC II (Anderson et al., 2001; Nishiyama et al., 2004). Snizené hladina miR-124 dale vede
k produkci TNF-a i TNFR1, coz je receptor pro TNF-a (Bristol et al., 2009; Ponomarev et al.,
2011), které vedou k aktivaci makrofagt a podporuji zanétlivou odpoveéd’. TNF-a jakozto jeden
z hlavnich prozanétlivych cytokinii vSak neni regulovan pouze miR-124, naopak je zndma rada

miRNA podilejici se na jeho regulaci.
4.2 miRNA regulujici imunitni odpovéd’

Reakce imunitniho systému je fizena na zékladé produkce danych typii cytokint,
napiiklad TNF-a, ktery lze povazovat za klicovy cytokin podilejici se na rozvijejicim se
prabéhu zanétu a aktivaci imunitnich bunék. Za fyziologickych podminek je jeho produkce
regulovana nékolika mechanismy, na kterych se, jak se v posledni dobé ukazuje, z velké Casti
podili miRNA. Jedna se ¢asto o miRNA tkanovée specifické, které za fyziologickych podminek
zabranuji imunitni reakci v nervové soustave. V souladu s timto pfedpokladem lze pozorovat
snizeni hladin téchto miRNA jiz n¢kolik hodin po zplisobeném poranéni jako reakci bunék na
patofyziologické prostredi apoptozou (Hutchison et al., 2013; N. K. Liu et al., 2009; Yunta et
al.,2012). V kontrastu s tim je vSak fada miRNA, jejichz koncentrace po poranéni stoupa. Jedna

se 0 miRNA regulujici protizanétlivé transkripéni faktory (He et al., 2017), tedy latky, jejichz

genova exprese je v neporanéné tkani aktivni.
4.2.1 miR-136-5p

Jednou z takovych miRNA je naptiklad miR-136-5p, ktera cili na protein A20 (He et al.,
2017). Ten reguluje vnitrobun&tné signaly tim, Ze prestithdva ubiquitin K63 a brani tak
signalizaci vedouci k produkci transkrip¢niho faktoru NF-«B, ktery pak pfimo navozuje expresi
TNF-o (Ma & Malynn, 2012). Tato miRNA specificka pro astrocyty je v§ak v potkanim modelu
v prubéhu akutni faze produkovana vice nez za fyziologickych podminek a to vede k snizeni

exprese A20, a tedy dale pak k produkci NF-kB a TNF-a (He et al., 2017).

10



4.2.2 miR-325b-3p a miR-199b

Dalsi z fady miRNA regulujici aktivaci NF-xB jsou miR-325b-3p a miR-199b. Tyto
miRNA jsou schopny negativné regulovat kinazy, které aktivuji transkripéni faktor NF-kB.
Jejich hladiny jsou v disledku poranéni misni tkané potkant snizené, coz se ve vysledku

projevuje aktivaci imunitniho systému a mikroglii v reakci na zvySenou produkci TNF-a (Yan

et al., 2019; Zhou et al., 2016).
4.2.3 miR-155

Podobné jako u miR-136-5p je miR-155 miRNA, jejiz hladina se po poranéni zvySuje a
kterd hraje roli pti regulaci TNF-o. Experiment skupiny E. Tiliho prokéazal, ze se zvySenou
hladinou miR-155 zaroven dochazi k zvySené produkci TNF-a. Mechanismus této regulace
vSak zlstava neobjasnén, samotny tym vSak polemizuje nad mechanismem, kdy by miR-155
pfimo cilila na mRNA TNF-a a tim vyruSila sebe-regulujici efekt 3°UTR oblasti (Tili et al.,
2007).

4.2.4 miR-181

Jedna se o astrocyt specifickou miRNA, kterd hraje dilezitou roli pii regulaci buiitkou
produkovanych cytokinii. SniZzeni koncentrace miR-181 pod fyziologickou hranici vede
k expresi prozanétlivych interleukinti IL-6 a IL-1p spole¢n¢ s TNF-a. V kontrastu s tim vSak
vysok¢ hladiny této miRNA zptisobu;ji produkcei IL-10, ktery obecné tlumi odpovéd’ imunitniho
systému. Méfené hodnoty miRNA v bunéénych kulturach mysich astrocytii naznacuji snizenou
koncentraci miR-181 pfi poranéni midni tkané, coz vede k produkci TNF-o (Hutchison et al.,

2013).
4.2.5 miR-99a

Zajimavym piikladem regulace pomoci negativni zpétné vazby je miR-99a, ktera ptimo
reguluje mMTOR/NF-kB signalni drahu a tim zabrafiuje produkci prozanétlivych cytokint. Déle
se vSak ukazalo, Ze NF-kB se mlZe navazat na promotor genu pro miR-99a a spustit tak jeho
expresi. ZvySené hladiny NF-kB po poranéni tedy zpiisobi produkci miR-99a, kterd tak svou
¢innosti brani Sifeni prozanétlivého mikroprostiedi (Bao et al., 2016). Jeji hladiny jsou vSak
zvySené pouze v akutni fazi, jiz den po poranéni je koncentrace miR-99a v potkanim modelu

snizend pod fyziologickou hladinu (N. K. Liu et al., 2009).
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4.2.1 miR-544a, miR-137 a miR-219-5p

U téchto dvou miRNA (miR-544a a miR-137) byla ukazana jejich schopnost negativné
regulovat hladiny proteinu NeuroD4, ktery zplsobuje zanétlivy pribéh imunitni reakce a
zvysuje oxidativni stres v buiikkach. Hladiny obou téchto miRNA se u mys$i v pribéhu poranéni
misni tkan¢ gradudlné snizuji a do fyziologickych hodnost se vraci az zhruba po mésici (Dai et
al., 2018; L. Yang et al., 2018). To zptisobuje produkci IL-1 a INF-a v akutni a sub-akutni fazi
poranéni. Stejné tak pozoroval i Y. Zhu s kolegy snizeni hladiny miR-219-5p, ktera reguluje
protein NeuroD2 majici podobny pro-zanétlivy tcinek (Zhu et al., 2019).

4.2.2 miR-let-7

Tym J. Tanga zkoumal vliv hladin miR-let-7b na imunitni odpovéd’ a nasel spojitost mezi
touto miRNA a prozanétlivymi faktory IL-1B, IL-6 a TNF-a, kdy s nizkymi hladinami let-7b
odpovidaly 1 nizké hladiny téchto cytokind. Zaroveii metoda Western blotu ukézala vyssi
aktivitu PI3K/Akt signdlni kaskddy a tim naznacila moznou souvislost mezi sniZenou
koncentraci miR-let7b, kterd by tak nemohla inhibovat PI3K/Akt drahu a to by tak dale m¢lo
vést ke snizeni hladin cytokinii (J. Tang et al., 2019). Zvlastni na této miRNA je vSak fakt, ze
v pivodnim experimentu N. K. Liua byly naméteny nizké koncentrace této miRNA po poranéni
(N. K. Liu et al., 2009). Je tedy moZné, Ze se jednd o néjaky ojedinély ptipad, kdy
patofyziologickd dysregulace miRNA prospiva k regeneraci. Tato miRNA vSak potiebuje

hlubsi prozkoumani a fadu dalSich experimentt.
4.3 Infiltrace lymfocyti

Bunikami produkovany faktor TNF-a zpétné zplsobuje aktivaci transkripéniho faktoru
NF-kB (Hayden & Ghosh, 2014), ktery dale pozitivné reguluje genovou expresi VCAMI
(Collins et al., 1995). Nékolik hodin po poranéni dochézi ke snizeni koncentrace miR-126 (Hu
et al., 2013), kterd, jak se ukézalo, inhibuje produkci VCAMI1. Nejednd se vSak o regulaci
VCAMI1 mRNA, piesny mechanismus neni zatim znamy (Harris et al., 2008). Ptitomnost TNF-
a a snizeni hladiny miR-126 vSak vede k zvySené expresi VCAM, které hraji klicovou roli pii
migraci lymfocyti do poranéné tkané, kde poté dlouhodobé udrzuji zanétlivou imunitni

odpoveéd’ a udrzuji tak prostiedi pro tvorbu gliové jizvy.
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4.4 miRNA ovliviiujici bunéénou smrt a oxidativni stres

Apoptdza, nekrdza i jiné typy bunééné smrti jsou velmi pevné spjaté se zanétlivou
imunitni odpovédi. Buniky mohou timto zplisobem reagovat na pfitomnost cytokini, ptipadné
mohou dostavat piimy signal od leukocytt k bunécné smrti. Mimo vyse uvedené faktory hraji
klic¢ovou roli proteiny Bcl-2 rodiny, kaspazy, které svou ¢innosti rozhoduji o osudu bunky, a

ROS ¢astice.
4.4.1 miR-20a a miR-29b

X. J. Liu s kolegy se zabyval G¢inkem miR-20a a miR-29b na expresi genli Bcl-2
proteinové rodiny ovliviiujici bunéénou smrt. Pomoci real-time PCR zjistili, Ze u mysi dochézi
po poranéni michy k snizeni hladiny miR-29b a naopak k zvyseni produkce miR-20a. Dale
sledovali jejich u¢inek pomoci zmény exprese kaspazy-3 a pak tadou experimentt uréili
proteiny, které jsou ovlivnény témito miRNA. miR-29b reguluje pro-apoptické geny, konkrétné
tzv. ,,BH3-only* geny, tedy Bad, Bim, Noxa ¢i Puma. Naopak miR-20a represuje protektivni
Mcl-1. ,Rescue experimenty” obou téchto miRNA (pouzili obé zaroven) navic vedou
k uplnému zastaveni produkce kaspazy-3, coz dale naznacuje jejich stézejni roli pfi bunécné

smrti nervovych bunék po poranéni michy (X. J. Liu et al., 2015).

vvvvvv

kdy blokace této miRNA vedla k lepSimu pteZiti nervovych bunék a k neurogenezi (Jee, Jung,

Im, et al., 2012).
4.4.2 miR-129-5p a miR-137-3p

Dalsi z miRNA, jejichZ G€inek je spojovan s regulaci bunééné smrti, byla na potkanech
studovana skupinou R. Yanga. Ti pozorovali sniZenou expresi miR-129-5p po poranéni michy
a s tim korelujici zvySenou expresi kaspazy-3 spolecné s proteiny calpain-1 a calpain-2. Pfesna
role téchto vapnikem ovlddanych enzyml neni zndma, avSak s nejvétsi pravdépodobnosti
reguluji pribéh apoptdzy (R. Yang et al., 2019). ZvySenou hladinu calpain-2 pozoroval 1 tym
Y. Tanga, ktery zkoumal miR-137-3p, u nizZ piimo identifikoval 3° UTR oblast na calpain-2
mRNA. Nadmérnd produkce miR-129-5p a miR-139-3p vedly k snizeni ztraty miSni tkané

(motoneurontl) a k celkovému zlepSeni funkéniho zotaveni (Y. Tang et al., 2018).
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4.4.3 miR-124*

Jiz vySe zminovand miR-124 spojovana s regulaci imunitni odpovédi se noveé ukazuje
jako zajimavy regulator bunééné smrti. Xu s kolegy zjistili, ze zvySena hladina této miRNA
vede k zmenseni posSkozené oblasti a ke zlepSeni motorickych funkci, proto se dale zamétili na
jeji konkrétni roli pii bunécné smrti. Ukdzali, Zze miR-124 se pfimo vaze na 3° UTR oblast
mRNA proteinu Bax, ktery hraje klicovou roli pii apoptdze, naptiklad umoznuje uvolnéni
cytochromu C z mitochondrii (M. Zhang et al., 2017). Pfiddnim agomir-124 se snizily hladiny
Bax proteinu i nastipané kaspazy-9 a kaspazy-3, naopak piidanim antagomiru-124 doslo ke

zvyseni hladin proti-apoptickych Bcl-2 a nenastipanych (neaktivnich) kaspaz (Xu et al., 2019)

Tato miRNA je po poranéni michy v nizkych koncentracich (N. K. Liu et al., 2009),
ovSem zvySeni jeji hladiny se zd4 byt prospéSné pro regeneraci poskozené tkan¢ nejen
z pohledu preziti nervovych bunék, ale i z pohledu regulace zanétlivé odpovédi imunitniho

systému. Prave proto predstavuje jednu z nadéjnych miRNA, které by se daly dale terapeuticky
vyuzivat.

4.4.4 miR-411

Apoptoza neni zdaleka zplisobovana pouze hladinami proteinti Bel-2 rodiny. Pikladem
navozeni apoptdzy jinou cestou muze byt napiiklad pomoci FasL ptes lymfocyty. I tuto cestu,
jak se ukazuje, ovliviiuji miRNA, konkrétné miR-411. Ta negativné reguluje expresi FasL, a
tak zabranuje ztrat€ nervovych bunck pti akutni fazi zranéni. V pribéhu poranéni je vSak miR-

411 ve sniZzenych koncentracich (Gong et al., 2018).
4.4.5 miR-195

Pti hypoxickém stavu dochazi k tvorbé tzv. ,,hypoxia-induced factor 1 (HIF-1). Jedna se
o heterodimer tvoteny podjednotkami B (produkovany neustéle) a a (produkovany v reakci na
nedostatek kysliku) (B. H. Jiang et al., 1996). HIF-1 pak negativné reguluje expresi VEGF a
Bcl-2 s Bax proteiny, tim padem Ize u¢inky HIF-1 povazovat za proti-apoptické (Carmeliet et
al., 1998). Tym Taoa a Shia zjistil, ze miR-195 reguluje expresi HIF-1a podjednotky, a tak
ovlivityje 1 buné¢nou smrt. Co je vSak az dokonce zvlastni je skute¢nost, Ze po poranéni michy
je u potkant tato miRNA v niz§ich koncentracich. Diky tomu dochéazi k lepSimu prib¢hu
poranéni. ZvySena hladina Bax proteinu byla v tomto experimentu spojovana se zvysSenou

hladinou miR-195 (Tao & Shi, 2016).
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4.4.6 miR-486

Jiz v ptedchozi ¢asti jsem se zabyval miRNA regulujici NeuroD proteiny (4.2.5), ty vSak
hraly negativni roli pfi aktivaci imunitniho systému. V kontrastu na to se Jee s kolegy zaméfil
na protein NeuroD6 a miR-486, kterd se v pokusech ukézala jako dilezitd pro jeho regulaci.
Skupina sledovala zvySenou expresi miR-486 v mySim modelu po zranéni misni tkané a s tim
souvisejici snizenou hladinu NeuroD6, které piikladali neuroprotektivni tlohu. Radou
experimentl ukazali, Ze protein NeuroD6 pozitivné reguluje expresi ,,ROS scavenger enzymil,
konkrétné GPx1, GPx3 a TXNLI1. Jednd se tedy o dilezitou miRNA, jejiz zvySena hladina

zpusobuje oxidativni stres v bunkach (Jee, Jung, Choi, et al., 2012).
4.5 Formace gliové jizvy, aneb bunécny cyklus

Gliova jizva je jednou z charakteristik chronické faze poranéni. Vznika jako produkt déjt
probihajicich v akutni fazi, kdy naptiklad na zvySené mnozstvi produkovanych cytokini reaguji
fibroblasty migraci do tkdn¢ a produkci ristovych faktori, které zplisobuji proliferaci astrocyt.
Ty spoleéné s fibroblasty vytvareji ochrannou bariéru branici Sifeni negativnich vlivl v akutni
fazi. Tato bariéra vSak pfetrvava az do chronické faze, kde fyzicky zabranuje axonalni
regeneraci neuronl a jejich myelinizaci. Navzdory tomu vSak neni provadéno pftili§ velké
mnoZstvi experimentd zabyvajici se touto problematikou, i kdyZ by se mohlo jednat o oblast se

slibnymi vysledky (Nieto-Diaz et al., 2014).
4.5.1 miR-21

Vyznamnou miRNA podilejici se na tvorbé gliové jizvy je miR-21. V kontrastu s miRNA
popsanymi v piedchozich kapitolach je miR-21 po poranéni ve zvySenych koncentracich (Hu
et al., 2013) a tlumi tak pochody negativn¢ ovliviiujici regeneraci tkan€. Geny, které tato
miRNA reguluje, jsou Casto spjaté s apoptdzou a bunécnym cyklem, jeji pfitomnost je mnohdy

spojovana s rakovinnym bujenim (Béez-Vega et al., 2016; L. P. Jiang et al., 2017).

Skupina J. Hua ve svém experimentu zjistila, ze zvySena hladina miR-21 vede u potkanich
neurond k snizeni produkce FasL, a tim je brani pred Fas-aktivovanou apoptozou. Déle ukazala,
ze miR-21 ovliviiuje gen PTEN, nadorovy supresor. To vedlo k ristu neposkozenych axont, a
tedy k regeneraci poskozené tkdn€. Ve svém ¢lanku navic autofi pfedpokladali, Zze by miR-21
nemeéla mit zadny vliv na PDCD4/Caspase-3 signalni drahu, nicméné v roce 2019 poukézal tym

T. Zhanga na moznou regulaci této drahy. Zaroven vSak ptfiznavd moznost ndhody, protoze
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miR-21 zdaleka nereguluje jen tyto geny a je mozné, ze snizend hladina PDCD4 mohla byt
zpusobena jinou, neméfenou miRNA. Ob¢ skupiny se vSak shoduji na protektivni funkci této

miRNA (Hu et al., 2013; T. Zhang et al., 2019).

Naopak experimenty S. Ninga (opét na potkanech) poukazuji na moznou roli miR-21 pfi
aktivaci imunitni odpovédi. V jejich pokusech byla zvySena hladina miR-21 v mikrogliich
spojovana se zvySenou produkci iNOS a TNF-a. Zaroven byla pozorovana zvysena produkce
IL-6 receptoru, ktery v reakci na IL-6 spousti prozanétlivou odpoveéd’ skrze JAK/STAT signalni
drahu (Gadient & Otten, 1997; Ning et al., 2019).

Zatimco v akutni fazi hraje miR-21 protektivni roli pfi apoptéze neuronti a regeneraci
axont, pfipadné zpisobuje aktivaci mikroglii, experiment R. Liua poukazuje na roli miR-21
jako regulatora tvorby gliové jizvy v chronické fazi. Tato skupina navrhuje mechanismus
produkce miR-21 skrze SMAD signdlni dréhu aktivovanou cytokinem TGF-B1 produkovanym
fibroblasty. Pozitivni efekt inhibice PTEN v akutni fazi vSak vede v chronickém obdobi
poranéni k aktivaci astrocyti a formaci gliové jizvy, kterd fyzicky brani axondlni regeneraci (R.

Liu et al., 2018).

Tato miRNA je zajimavym piikladem jevu, ktery je s t€émito regulatory genové exprese
pevné spjat, a to moznosti rizného Uc¢inku v zavislosti na bunééném typu produkujici dany

oligonukleotid spolecné s casovym usekem, kdy jsou tyto ribonukleové kyseliny tvoreny.

4.5.2 miR-17

Dilezitou miRNA, jejiz patologickda zména exprese vede k navozeni formace gliové
Jizvy, je miR-17. Hong s kolegy se na ni ve svych experimentech (schématicky zndzornény na
obrazku 4) zamé&fil a zjistil moZnou spojitost miR-17-5p s hladinami cyklini, CDK a zejména
s expresi regulatory bunécného cyklu RB1 a p21. Hladina miR-17-5p se zda byti regulovana
JAK/STAT signalni drahou, ktera se obecné povazuje za drahu ovlivitujici bunéény cyklus a
tim podporuje prubéh astrogliézy (Na et al., 2007). Po poranéni michy je tato miRNA ve
vys§ich koncentracich, coZ zptsobuje sniZzené hladiny RB1 a p21, které za fyziologického stavu
zabranuji proliferaci. V dusledku toho vSak dochazi k rozjeti bunééného cyklu vedouci

k formaci gliové jizvy (Hong et al., 2014).
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Obrazek 4: Schéma regulace miR-17-5p, prevzato z (Hong et al., 2014). V leve casti schématu
je zndzornéna situace po poranéni michy, kdy v diisledku poranéni dochazi k aktivaci STAT3
signalni drahy, ktera zpiisobuje expresi miR-17-5p. Ta dale zabranuje translaci inhibitoru
bunécného cyklu (RB1, p21), a to zpiisobuje proliferaci astrocytu. V pravé casti je znazornéna
druha cast experimentu, kdy doslo k castecné deleci Dicerl (uplna delece je letalni), ktery hraje
roli pri biogenezi miR-17-5p. To vedlo k snizeni hladiny této miRNA. Vysledek této delece ved|
k zabranent proliferaci astrocytii.

Negativni vliv miR-17-5p v chronické fazi vSak nemusi byt tak jednozna¢ny. Tym Y.
Luana se zabyval miR-17-5p, pozorovali podobné vysledky u gliové jizvy, jako napiiklad
snizenou hladinu PTEN vedouci k spuSténi PI3K/Akt/mTOR signalni kaskady
zpusobujici proliferaci. Namétili ale zaroven 1 zvySené hladiny GFAP a vimentinu, které hraji
roli pfi skladani intermedialnich filament. Ty jsou kli€¢ové pro regeneraci axonid neurond, kterou
skute¢né v experimentu zaznamenali. Oproti kontrole byly axony delsi a rovnéjsi (Luan et al.,

2017).
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4.6 Axonalni regenerace
4.6.1 miR-133b

Jedna z mala miRNA uplatiiujici se pfi regeneraci nervovych dendriti je miR-133b, jejiz
snizena hladina po poranéni michy zptisobuje zpomaleni hojeni. Experiment skupiny T. Theise
ukazal, ze dodanim miR-133b do poskozené mysi tkané 1ze docilit az 2,5x lepSiho rtistu axond.
Zaroven se zabyvali mechanismem, ktery by mél tento vysledek zptsobit. Zjistili, ze miR-133b
ovliviiuje expresi proteinu RhoA, ktery by mél mit negativni vliv na regeneraci (Theis et al.,

2017).

Pozd¢ji tym D. Lia potvrdil pozorovani piedchoziho experimentu na potkanim modelu
(delsi axony a vice maturovanych neuront oproti kontrole), nicméné se nezaméfili na RhoA,
ale na hladiny transkrip¢nich faktoru CREB a STAT3, které negativné ovliviuji regeneraci
dendrit (pravdépodobné zpisobi astrogliozu blokujici rist dendritit). Jejich hladiny byly po

podani miR-133b ve formé exosomil snizené (D. Li et al., 2018).
4.6.2 miR-219

Regenerace axonu vSak neznamend pouze riist dendritil, naopak stejné tak dilezitou ¢asti
je remyelinizace. F. Li se s kolegy zabyval vlivem miR-219 na regeneraci oligodendrocytl po
poranéni michy. Pomoci qRT-PCR zjistili, Ze je tato miRNA po poranéni ve sniZenych
koncentracich. Kdyz tedy poté zvySili produkci miR-219, doslo kzvySeni poctu
oligodendrocytli a snizeni jejich prekurzort. To vedlo k vyssi produkci myelinu a zlepSeni

motorickych reflexti u mysi (F. Li et al., 2019).

Spolecné s tim vySel ¢lanek skupiny U. Milbrety zabyvajici se vlivem miR-219/miR-338 na
regeneraci axonu. Ti pozorovali podobné vysledky jako pfedchozi skupina a zaroven potvrdili,
ze tyto dvé miRNA nemaji vliv na astrogliézu ¢i samotny rist nervovych dendritd, tedy
pravdépodobné nereguluji geny riistovych faktort, ¢i proteiny fidici bunécny cyklus. Miize se

tak jednat o idealni kandidaty miRNA pro klinické vyuziti v praxi (Milbreta et al., 2019).
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5 ZAVER

V této bakalaiské praci jsem se zaméfil na roli n€kolika miRNA pfi poranéni misni tkané
a zejména na nejnovej$i experimenty v této oblasti. Velké mnozstvi téchto molekul vsak
piedstavovalo obrovské mnozstvi neutfidénych informaci, které jsem se pokusil setadit do
neékolika oddila. Schématické shrnuti této bakaldiské prace jsem se pokusil zobrazit na

obrazku 5 na ptedchozi stran¢.

Studium miRNA piedstavuje vyzvu pro vyzkumné tymy skrze velkou rozmanitost téchto
molekul, spolecné s mechanismy, kterymi miRNA piisobi pii patofyziologii poranéni michy.
Nespocetné mnozstvi experimentl jiz v minulych letech ukdzalo stézejni roli miRNA pii
bunécnych pochodech, a nyni je dulezité se zaméfit na detailnéjsi pohled na tyto regulace, a

dale ptehlednéji zmapovat mozné oblasti uplatnéni.

Ptekazkou ve vyzkumech se v§ak ukazuji velké oblasti u€inku, které se zprvu zdaly byt
vyhodou. Spole¢né s tim souvisi 1 obrovské mnozstvi jednotlivych miRNA, které ovliviiuji
jeden a ten samy d¢j. Je tedy mozné, ba pravdépodobné, Ze béhem experimentu se podili na
fenotypu mnoho nemétenych miRNA, podléhajici stejnym regulacnim mechanismtim. Tedy
moznost, ze naptiklad po aktivaci imunitnich bun€k lze pozorovat zvysenou hladinu specifické
miRNA ai zvySenou hladinu TNF-a. To ale nemusi znamenat, Ze tato miRNA pfimo zplsobuje
dany vzestup koncentraci cytokinu. Proto je dileZité sledovat nejenom hladiny jednotlivych

miRNA, ale zaroven s tim provadét i validaci téchto miRNA na proteinové trovni.

Pravé to mlZe predstavovat souCasnou cestu, jiz se nékteré experimentalni skupiny
mohou vydat. Dilezité je vSak nadale pokracovat v zdkladnim vyzkumu a vytipovat mozné

kandidaty miRNA na vyuZiti v klinické praxi.
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Obrazek 5: Schéma miRNA a jejich vlivu pFi poranéni michy, vytvorené podle predlohy z
(Nieto-Diaz et al., 2014). Schéma shrnuje zmeny hladin nékterych miRNA po poranéni michy a
validaci téchto zmén na proteinech. Sipky smérem nahoru znaci zvysené hladiny miRNA, Sipky
dolu snizené. Pokud ma néktera miRNA pred sebou vice Sipek, jedna se o zménu v pritbéhu
méreni, kdy v akutni fazi byly nameérené vyssi hodnoty, zatimco v pozdéjsich mérenich se jejich
hladiny snizily. Sipky pied proteiny znaci jejich zménu po poranéni oproti fyziologickému stavu
v dusledku piisobeni odpovidajici miRNA. Pokud md za sebou miRNA* (napt. miR-21%),
znamend to, zZe patofyziologicka zména hladiny této miRNA vede k regeneraci tkanée.

20



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

V tomto seznamu se pied nékterymi zdroji literatury objevuje ,,**, ta oznacuje sekundarni

citace.

* Spinal cord injury. WHO | World Health Organization [online]. Copyright © [cit.
20.07.2020]. Dostupné z: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/spinal-cord-

injury

Spinal Cord injury. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2020-07-30]. Dostupné Z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Spinal cord injury

Agrawal, S. K., & Fehlings, M. G. (1996). Mechanisms of secondary injury to spinal cord axons
in vitro: Role of Na+, Na+-K+-ATPase, the Na+-H+ exchanger, and the Na+-Ca2+
exchanger. Journal of Neuroscience, 16(2), 545-552.
https://doi.org/10.1523/jneurosci.16-02-00545.1996

* Alizadeh, A., Dyck, S. M., & Karimi-Abdolrezaee, S. (2019). Traumatic Spinal Cord Injury:
An Overview of Pathophysiology, Models and Acute Injury Mechanisms. Frontiers in
Neurology, 10(March), 1-25. https://doi.org/10.3389/fneur.2019.00282

Alizadeh, A., Santhosh, K. T., Kataria, H., Gounni, A. S., & Karimi-Abdolrezaee, S. (2018).
Neuregulin-1 elicits a regulatory immune response following traumatic spinal cord injury.

Journal of Neuroinflammation, 15(1), 1-21. https://doi.org/10.1186/s12974-018-1093-9

Anderson, K. L., Nelson, S. L., Perkin, H. B., Smith, K. A., Klemsz, M. J., & Torbett, B. E.
(2001). PU.1 is a lineage-specific regulator of tyrosine phosphatase CD45. The Journal of
Biological Chemistry, 276(10), 7637-7642. https://doi.org/10.1074/jbc.M009133200

Baez-Vega, P. M., Vargas, I. M. E., Valiyeva, F., Rosado, J. E., Roman, A., Flores, J., Marcos-
Martinez, M. J., & Vivas-Megjia, P. E. (2016). Targeting miR-21-3p inhibits proliferation
and invasion of ovarian cancer cells. Oncotarget, 7(24), 36321-36337.

https://doi.org/10.18632/oncotarget.9216

Ballarino, M., Pagano, F., Girardi, E., Morlando, M., Cacchiarelli, D., Marchioni, M.,
Proudfoot, N. J., & Bozzoni, 1. (2009). Coupled RNA Processing and Transcription of
Intergenic Primary MicroRNAs. Molecular and Cellular Biology, 29(20), 5632—-5638.
https://doi.org/10.1128/mcb.00664-09

21



Bao, M. H., Li, J. M., Luo, H. Q., Tang, L., Lv, Q. L., Li, G. Y., & Zhou, H. H. (2016). NF-kB-
regulated MIR-99a modulates endothelial cell inflammation. Mediators of Inflammation,

2016. https://doi.org/10.1155/2016/5308170

Barte, D. P. (2018). Metazoan = MicroRNAs. Cell, 173(1), 20-51.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.03.006

Beck, K. D., Nguyen, H. X., Galvan, M. D., Salazar, D. L., Woodruff, T. M., & Anderson, A.
J. (2010). Quantitative analysis of cellular inflammation after traumatic spinal cord injury:
Evidence for a multiphasic inflammatory response in the acute to chronic environment.

Brain, 133(2), 433—-447. https://doi.org/10.1093/brain/awp322

* Bradbury, E. J., & Burnside, E. R. (2019). Moving beyond the glial scar for spinal cord repair.
Nature Communications, 10(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/s41467-019-11707-7

* Braga, T. T., Agudelo, J. S. H., & Camara, N. O. S. (2015). Macrophages during the fibrotic
process: M2 as friend and foe. Frontiers in Immunology, 6(NOV), 1-8.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00602

Bristol, J. A., Morrison, T. E., & Kenney, S. C. (2009). CCAAT/enhancer binding proteins o
and f regulate the tumor necrosis factor receptor 1 gene promoter. Molecular Immunology,

46(13), 2706-2713. https://doi.org/10.1016/j;.molimm.2009.05.024

Brook, A. C., Jenkins, R. H., Clayton, A., Kift-Morgan, A., Raby, A. C., Shephard, A. P.,
Mariotti, B., Cuff, S. M., Bazzoni, F., Bowen, T., Fraser, D. J., & Eberl, M. (2019).

Neutrophil-derived miR-223 as local biomarker of bacterial peritonitis. Scientific Reports,

9(1), 1-12. https://doi.org/10.1038/s41598-019-46585-y

Cafferty, W. B. J., Yang, S. H., Duffy, P. J.,, Li, S., & Strittmatter, S. M. (2007). Functional
axonal regeneration through astrocytic scar genetically modified to digest chondroitin
sulfate ~ proteoglycans.  Journal  of  Neuroscience,  27(9),  2176-2185.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5176-06.2007

Cai, X., Hagedorn, C. H., & Cullen, B. R. (2004). Human microRNAs are processed from
capped, polyadenylated transcripts that can also function as mRNAs. Rna, 10(12), 1957—
1966. https://doi.org/10.1261/rna.7135204

Carmeliet, P., Dor, Y., Herbert, J. M., Fukumura, D., Brusselmans, K., Dewerchin, M.,
Neeman, M., Bono, F., Abramovitch, R., Maxwell, P., Koch, C. J., Ratcliffe, P., Moons,

22



L., Jain, R. K., Collen, D., & Keshert, E. (1998). Role of HIF-1alpha in hypoxia-mediated
apoptosis, cell proliferation and tumour angiogenesis. Nature, 394(6692), 485-490.
https://doi.org/10.1038/28867

Chen, M., Tao, Y. X., & Gu, J. G. (2007). Inward currents induced by ischemia in rat spinal
cord dorsal horn neurons. Molecular Pain, 3, 1-10. https://doi.org/10.1186/1744-8069-3-
10

Chendrimada, T. P., Gregory, R. 1., Kumaraswamy, E., Norman, J., Cooch, N., Nishikura, K.,
& Shiekhattar, R. (2005). TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for microRNA
processing and gene silencing. Nature, 436(7051), 740-744.
https://doi.org/10.1038/nature03868

Chung, H., Chung, W., Do, S., Lee, J., & Kim, H. (2020). Up-regulation of MicroRNAs-21 and
-223 in a Sprague-Dawley Rat Model of Traumatic Spinal Cord Injury. Brain Sciences,
10(141). https://doi.org/10.3390/brainsci10030141

Collins, T., Read, M. A., Neish, A. S., Whitley, M. Z., Thanos, D., & Maniatis, T. (1995).
Transcriptional regulation of endothelial cell adhesion molecules: NF-kappa B and
cytokine-inducible enhancers. FASEB Journal : Official Publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology, 9(10), 899-909.

Cui, Y., Yin, Y., Xiao, Z., Zhao, Y., Chen, B., Yang, B., Xu, B., Song, H., Zou, Y., Ma, X., &
Dai, J. (2019). LncRNA Neatl mediates miR-124-induced activation of Wnt/B-catenin

signaling in spinal cord neural progenitor cells. Stem Cell Research and Therapy, 10(1),

1-11. https://doi.org/10.1186/s13287-019-1487-3

Dai, J., Xu, L. J., Han, G. D., Sun, H. L., Zhu, G. T., Jiang, H. T., Yu, G. Y., & Tang, X. M.
(2018). MiR-137 attenuates spinal cord injury by modulating NEUROD4 through
reducing inflammation and oxidative stress. European Review for Medical and
Pharmacological Sciences, 22(7), 1884—1890. https://doi.org/10.26355/eurrev-201804-
14709

Eulalio, A., Huntzinger, E., Nishihara, T., Rehwinkel, J., Fauser, M., & Izaurralde, E. (2009).
Deadenylation is a widespread effect of miRNA regulation. Rna, 15(1), 21-32.
https://doi.org/10.1261/rma.1399509

Gadient, R. A., & Otten, U. H. (1997). Interleukin-6 (IL-6) - A molecule with both beneficial
and destructive potentials.  Progress in  Neurobiology, 52(5), 379-390.

23



https://doi.org/10.1016/S0301-0082(97)00021-X

Gaudet, A. D., Fonken, L. K., Watkins, L. R., Nelson, R. J., & Popovich, P. G. (2018).
MicroRNAs: Roles in Regulating Neuroinflammation. Neuroscientist, 24(3), 221-245.
https://doi.org/10.1177/1073858417721150

Gong, Z., Tang, Z., & Sun, X. (2018). miR-411 suppresses acute spinal cord injury via
downregulation of Fas ligand in rats. Biochemical and Biophysical Research

Communications, 501(2), 501-506. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.05.022

Guan, Y. Z., Sun, C., Wang, H. L., Xia, X. L., Lu, F. Z., Song, J., Ma, X. S., & Jiang, J. Y.
(2019). MiR-223-5p inhibitor suppresses microglia inflammation and promotes Nrg-1 in
rats of spinal cord injury. European Review for Medical and Pharmacological Sciences,

23(22), 9746-9753. https://doi.org/10.26355/currev 201911 19537

Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D., & Hannon, G. J. (2000). An RNA-directed nuclease
mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells. Nature, 404(6775), 293—
296. https://doi.org/10.1038/35005107

Harris, T. A., Yamakuchi, M., Ferlito, M., Mendell, J. T., & Lowenstein, C. J. (2008).
MicroRNA-126 regulates endothelial expression of vascular cell adhesion molecule 1.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 105(5),
1516-1521. https://doi.org/10.1073/pnas.0707493105

Hayden, M. S., & Ghosh, S. (2014). Regulation of NF-kB by TNF family cytokines. Seminars
in Immunology, 26(3), 253-266. https://doi.org/10.1016/j.smim.2014.05.004

He, J., Zhao, J., Peng, X., Shi, X., Zong, S., & Zeng, G. (2017). Molecular Mechanism of miR-
136-5p Targeting NF-kB/A20 in the IL-17-Mediated Inflammatory Response after Spinal
Cord Injury. Cellular  Physiology —and  Biochemistry, 44(3), 1224-1241.
https://doi.org/10.1159/000485452

Hong, P., Jiang, M., & Li, H. (2014). Functional requirement of dicerl and miR-17-5p in
reactive astrocyte proliferation after spinal cord injury in the mouse. Glia, 62(12), 2044—

2060. https://doi.org/10.1002/glia.22725

Hu, J.-Z., Huang, J.-H., Zeng, L., Wang, G., Cao, M., & Lu, H.-B. (2013). Anti-apoptotic effect
of MicroRNA-21 after contusion spinal cord injury in rats. Journal of Neurotrauma,

30(15), 1349-1360. https://doi.org/10.1089/neu.2012.2748

24



Hutchison, E. R., Kawamoto, E. M., Taub, D. D., Lal, A., Zhang, Y., lii, W. H. W., Lehrmann,
E., Becker, K. G., Gorospe, M., & Mattson, M. P. (2013). Involvement of miR-181 in
Neuroinflammatory =~ Responses  of  Astrocytes.  Glia, 61(7), 1018-1028.
https://doi.org/10.1002/glia.22483.Involvement

Iftikhar, H., Johnson, N. L., Marlatt, M. L., & Carney, G. E. (2019). The role of miRNAs in
Drosophila melanogaster male courtship behavior. Genetics, 211(3), 925-942.
https://doi.org/10.1534/genetics.118.301901

Iwasaki, S., Kobayashi, M., Yoda, M., Sakaguchi, Y., Katsuma, S., Suzuki, T., & Tomari, Y.
(2010). Hsc70/Hsp90 chaperone machinery mediates ATP-dependent RISC loading of
small RNA duplexes. Molecular Cell, 39(2), 292-299.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.05.015

Jee, M. K., Jung, J. S., Choi, J. I, Jang, J. A., Kang, K. S., Im, Y. Bin, & Kyung Kang, S.
(2012). MicroRNA 486 is a potentially novel target for the treatment of spinal cord injury.
Brain, 135(4), 1237-1252. https://doi.org/10.1093/brain/aws047

Jee, M. K., Jung, J. S., Im, Y. Bin, Jung, S. J., & Kang, S. K. (2012). Silencing of miR20a is
crucial for ngnl-mediated neuroprotection in injured spinal cord. Human Gene Therapy,

23(5), 508-520. https://doi.org/10.1089/hum.2011.121

Jiang, B. H., Rue, E., Wang, G. L., Roe, R., & Semenza, G. L. (1996). Dimerization, DNA
binding, and transactivation properties of hypoxia- inducible factor 1. Journal of

Biological Chemistry, 271(30), 17771-17778. https://doi.org/10.1074/jbc.271.30.17771

Jiang, L. P., He, C. Y., & Zhu, Z. T. (2017). Role of microRNA-21 in radiosensitivity in non-
small cell lung cancer cells by targeting PDCD4 gene. Oncotarget, 8(14), 23675-23689.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.15644

Kawahara, Y., Megraw, M., Kreider, E., lizasa, H., Valente, L., Hatzigeorgiou, A. G., &
Nishikura, K. (2008). Frequency and fate of microRNA editing in human brain. Nucleic
Acids Research, 36(16), 5270-5280. https://doi.org/10.1093/nar/gkn479

Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Lendeckel, W., & Tuschl, T. (2001). Identification of novel
genes coding for small expressed RNAs. Science (New York, N.Y.), 294(5543), 853—858.
https://doi.org/10.1126/science.1064921

Lau, P.-W., Potter, C. S., Carragher, B., & MacRae, 1. J. (2009). Structure of the Human Dicer-

25



TRBP Complex by Electron Microscopy. Structure, 17(10), 1326—1332.
https://doi.org/10.1016/j.str.2009.08.013

Lee, R. C., Feinbaum, R. L., & Ambros, V. (1993). The C. elegans Heterochronic Gene lin-4
Encodes Small RNAs with Antisense Complementarity to lin-14. Cell, 75, 843—854.

Lee, Y., Kim, M., Han, J., Yeom, K. H., Lee, S., Baek, S. H., & Kim, V. N. (2004). MicroRNA
genes are transcribed by RNA polymerase II. EMBO Journal, 23(20), 4051-4060.
https://doi.org/10.1038/sj.emboj.7600385

Lewis, B. P., Burge, C. B., & Bartel, D. P. (2005). Conserved seed pairing, often flanked by
adenosines, indicates that thousands of human genes are microRNA targets. Cell, 120(1),

15-20. https://doi.org/10.1016/j.cell.2004.12.035

Lewis, B. P., Shih, L., Jones-Rhoades, M. W., Bartel, D. P., & Burge, C. B. (2003). Prediction
of Mammalian MicroRNA Targets. Cell, 115(7), 787-798. https://doi.org/10.1016/s0092-
8674(03)01018-3

Li, D., Zhang, P., Yao, X., Li, H., Shen, H., Li, X., Wu, J., & Lu, X. (2018). Exosomes derived
from miR-133b-modified mesenchymal stem cells promote recovery after spinal cord
injury. Frontiers in Neuroscience, 12(NOV), 1-9.
https://doi.org/10.3389/fhins.2018.00845

Li, F.,Zhou,M. W, Liu,N,, Yang, Y. Y., Xing, H. Y., Lu, Y., & Liu, X. X. (2019). MicroRNA-
219 Inhibits Proliferation and Induces Differentiation of Oligodendrocyte Precursor Cells

after Contusion Spinal Cord Injury in Rats. Neural Plasticity, 2019.
https://doi.org/10.1155/2019/9610687

Lim, L. P, Lau, N. C., Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, J. M., Castle, J., Bartel, D. P.,
Linsley, P. S., & Johnson, J. M. (2005). Microarray analysis shows that some microRNAs
downregulate large numbers of target mRNAs. Nature, 433(7027), 769-773.
https://doi.org/10.1038/nature03315

Liu, N. K., Wang, X. F., Lu, Q. B., & Xu, X. M. (2009). Altered microRNA expression
following traumatic spinal cord injury. Experimental Neurology, 219(2), 424-429.
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2009.06.015

Liu, R., Wang, W., Wang, S., Xie, W., Li, H., & Ning, B. (2018). microRNA-21 regulates

astrocytic reaction post-acute phase of spinal cord injury through modulating TGF-

26



signaling. Aging, 10(6), 1474—1488. https://doi.org/10.18632/aging.101484

Liu, X. J., Zheng, X. P., Zhang, R., Guo, Y. L., & Wang, J. H. (2015). Combinatorial effects of
miR-20a and miR-29b on neuronal apoptosis induced by spinal cord injury. International

Journal of Clinical and Experimental Pathology, 8(4), 3811-3818.

Luan, Y., Chen, M., & Zhou, L. (2017). MiR-17 targets PTEN and facilitates glial scar
formation after spinal cord injuries via the PI3K/Akt/mTOR pathway. Brain Research
Bulletin, 128, 68-75. https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2016.09.017

Lund, E., & Dahlberg, J. E. (2006). Substrate selectivity of exportin 5 and Dicer in the
biogenesis of microRNAs. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 71,
59-66. https://doi.org/10.1101/sqb.2006.71.050

Ma, A., & Malynn, B. A. (2012). A20: linking a complex regulator of ubiquitylation to
immunity and human disease. Nature Reviews Immunology, 12(11), 774-785.

https://doi.org/10.1038/nri3313

McDonald, J. W. (1999). Repairing the damaged spinal cord. Scientific American, 281(3), 64—
73. https://doi.org/10.1038/scientificamerican0999-64

Merkerova, M., Belickova, M., & Bruchova, H. (2008). Differential expression of microRNAs
in hematopoietic cell lineages. European Journal of Haematology, 81(4), 304-310.
https://doi.org/10.1111/5.1600-0609.2008.01111.x

Milbreta, U., Lin, J., Pinese, C., Ong, W., Chin, J. S., Shirahama, H., Mi, R., Williams, A.,
Bechler, M. E., Wang, J., ffrench-Constant, C., Hoke, A., & Chew, S. Y. (2019). Scaffold-
Mediated Sustained, Non-viral Delivery of miR-219/miR-338 Promotes CNS
Remyelination. Molecular Therapy, 27(2), 411-423.
https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2018.11.016

Morozova, N., Zinovyev, A., Nonne, N., Pritchard, L. L., Gorban, A. N., & Harel-Bellan, A.
(2012). Kinetic signatures of microRNA modes of action. Rna, 18(9), 1635-1655.
https://doi.org/10.1261/rma.032284.112

* Mosser, D. M., & Edwards, J. P. (2008). Exploring the full spectrum of macrophage
activation. Nature Reviews Immunology, 8(12), 958-969. https://doi.org/10.1038/nri2448

Na, Y.-J., Jin, J.-K., Kim, J.-I., Choi, E.-K., Carp, R. I., & Kim, Y.-S. (2007). JAK-STAT

signaling pathway mediates astrogliosis in brains of scrapie-infected mice. Journal of

27



Neurochemistry, 103(2), 637-649. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04769.x

Nakanishi, K., Nakasa, T., Tanaka, N., Ishikawa, M., Yamada, K., Yamasaki, K., Kamei, N.,
Izumi, B., Adachi, N., Miyaki, S., Asahara, H., & Ochi, M. (2010). Responses of
microRNAs 124a and 223 following spinal cord injury in mice. Spinal Cord, 48(3), 192—
196. https://doi.org/10.1038/s¢.2009.89

Nguyen, T. A., Jo, M. H., Choi, Y. G., Park, J., Kwon, S. C., Hohng, S., Kim, V. N., & Woo,
J. S. (2015). Functional anatomy of the human microprocessor. Cell, 161(6), 1374—1387.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.05.010

* Nieto-Diaz, M., Esteban, F. J., Reigada, D., Mufioz-Galdeano, T., Yunta, M., Caballero-
Loépez, M., Navarro-Ruiz, R., del Aguila, A., & Maza, R. M. (2014). MicroRNA
dysregulation in spinal cord injury: Causes, consequences, and therapeutics. Frontiers in

Cellular Neuroscience, 8, 1-19. https://doi.org/10.3389/fncel.2014.00053

Ning, S. L., Zhu, H., Shao, J., Liu, Y. C., Lan, J., & Miao, J. (2019). MiR-21 inhibitor improves
locomotor function recovery by inhibiting IL-6R/JAK-STAT pathway-mediated
inflammation after spinal cord injury in model of rat. European Review for Medical and
Pharmacological Sciences, 23(2), 433-440.
https://doi.org/10.26355/eurrev_201901 16852

Nishiyama, C., Nishiyama, M., Ito, T., Masaki, S., Masuoka, N., Yamane, H., Kitamura, T.,
Ogawa, H., & Okumura, K. (2004). Functional analysis of PU.1 domains in monocyte-
specific gene regulation. FEBS Letters, 561(1-3), 63—68. https://doi.org/10.1016/S0014-
5793(04)00116-4

Pandya, J. D., Nukala, V. N., & Sullivan, P. G. (2013). Concentration dependent effect of
calcium on brain mitochondrial bioenergetics and oxidative stress parameters. Frontiers

in Neuroenergetics, 5(DEC), 1-12. https://doi.org/10.3389/fnene.2013.00010

Park, J.-E., Heo, I., Tian, Y., Simanshu, D. K., Chang, H., Jee, D., Patel, D. J., & Kim, V. N.
(2011). Dicer recognizes the 5’ end of RNA for efficient and accurate processing. Nature,

475(7355), 201-205. https://doi.org/10.1038/nature10198

* Pasterkamp, R. J., Giger, R. J., Ruitenberg, M.-J., Holtmaat, A. J. G. D., De Wit, J., De Winter,
F., & Verhaagen, J. (1999). Expression of the Gene Encoding the Chemorepellent
Semaphorin III Is Induced in the Fibroblast Component of Neural Scar Tissue Formed

Following Injuries of Adult But Not Neonatal CNS. Molecular and Cellular Neuroscience,
28



13(2), 143—-166. https://doi.org/https://doi.org/10.1006/mcne.1999.0738

* Pivovarova, N. B., & Andrews, S. B. (2010). Calcium-dependent mitochondrial function and
dysfunction in neurons: Minireview. FEBS Journal, 277(18), 3622-3636.
https://doi.org/10.1111/j.1742-4658.2010.07754.x

Ponomarev, E. D., Veremeyko, T., Barteneva, N., Krichevsky, A. M., & Weiner, H. L. (2011).
MicroRNA-124 promotes microglia quiescence and suppresses EAE by deactivating
macrophages via the C/EBP-a-PU.1 pathway. Nature Medicine, 17(1), 64-70.
https://doi.org/10.1038/nm.2266

Rivlin, A. S., & Tator, C. H. (1978). Regional spinal cord blood flow in rats after severe cord
trauma. Journal of Neurosurgery, 49(6), 844-853.
https://doi.org/10.3171/jns.1978.49.6.0844

Rodriguez, A., Griffiths-Jones, S., Ashurst, J. L., & Bradley, A. (2004). Identification of
mammalian microRNA host genes and transcription units. Genome Research, 14(10 A),

1902—1910. https://doi.org/10.1101/gr.2722704

Selbach, M., Schwanhiusser, B., Thierfelder, N., Fang, Z., Khanin, R., & Rajewsky, N. (2008).
Widespread changes in protein synthesis induced by microRNAs. Nature, 455(7209), 58—
63. https://doi.org/10.1038/nature07228

Soderblom, C., Luo, X., Blumenthal, E., Bray, E., Lyapichev, K., Ramos, J., Krishnan, V., Lai-
Hsu, C., Park, K. K., Tsoulfas, P., & Lee, J. K. (2013). Perivascular fibroblasts form the

fibrotic scar after contusive spinal cord injury. Journal of Neuroscience, 33(34), 13882—

13887. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.2524-13.2013

Stark, A., Brennecke, J., Bushati, N., Russell, R. B., & Cohen, S. M. (2005). Animal
microRNAs confer robustness to gene expression and have a significant impact on 3'UTR

evolution. Cell, 123(6), 1133—1146. https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.11.023

Stirling, D. P., Liu, S., Kubes, P., & Yong, V. W. (2009). Depletion of Ly6G/Gr-1 leukocytes
after spinal cord injury in mice alters wound healing and worsens neurological outcome.
Journal of Neuroscience, 29(3), 753—764. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.4918-
08.2009

Tang, J., Guo, W. C., Hu, J. F., & Yu, L. (2019). Let-7 participates in the regulation of
inflammatory response in spinal cord injury through PI3K/Akt signaling pathway.

29



European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 23(16), 6767-6773.
https://doi.org/10.26355/eurrev_201908 18714

Tang, Y., Fu, R., Ling, Z.-M., Liu, L., Yu, G., Li, W., Fang, X., Zhu, Z., Wu, W., & Zhou, L.-
H. (2018). MiR-137-3p rescue motoneuron death by targeting calpain-2. Nitric Oxide, 74,
74-85. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.n10x.2018.01.008

Tao, B., & Shi, K. (2016). Decreased miR-195 expression protects rats from spinal cord injury
primarily by targeting HIF-1a. Annals of Clinical and Laboratory Science, 46(1), 49-53.

Tator, C. H. (1995). Update on the Pathophysiology and Pathology of Acute Spinal Cord Injury.
Brain Pathology, 5(4), 407—413. https://doi.org/10.1111/j.1750-3639.1995.tb00619.x

Theis, T., Yoo, M., Park, C. S., Chen, J., Kiigler, S., Gibbs, K. M., & Schachner, M. (2017).
Lentiviral Delivery of miR-133b Improves Functional Recovery After Spinal Cord Injury
in Mice. Molecular Neurobiology, 54(6),4659—-4671. https://doi.org/10.1007/s12035-016-
0007-z

Tili, E., Michaille, J.-J., Cimino, A., Costinean, S., Dumitru, C. D., Adair, B., Fabbri, M., Alder,
H., Liu, C. G, Calin, G. A., & Croce, C. M. (2007). Modulation of miR-155 and miR-
125b Levels following Lipopolysaccharide/TNF-a Stimulation and Their Possible Roles
in Regulating the Response to Endotoxin Shock. The Journal of Immunology, 179(8),
5082-5089. https://doi.org/10.4049/jimmunol.179.8.5082

Visvanathan, J., Lee, S., Lee, B., Lee, J. W., & Lee, S.-K. (2007). The microRNA miR-124
antagonizes the anti-neural REST/SCP1 pathway during embryonic CNS development.
Genes and Development, 21(7), 744-749. https://doi.org/10.1101/gad.1519107

Xu, Z., Zhang, K., Wang, Q., & Zheng, Y. (2019). MicroRNA-124 improves functional
recovery and suppresses Bax-dependent apoptosis in rats following spinal cord injury.

Molecular Medicine Reports, 19(4), 2551-2560. https://doi.org/10.3892/mmr.2019.9904

Yan, P., Wu, X., Liu, X., Cai, Y., Shao, C., & Zhu, G. (2019). A Causal Relationship in Spinal
Cord Injury Rat Model Between Microglia Activation and EGFR/MAPK Detected by
Overexpression of MicroRNA-325-3p. Journal of Molecular Neuroscience : MN, 68(2),
181-190. https://doi.org/10.1007/s12031-019-01297-w

Yang, L., Ge, D., Chen, X., Jiang, C., & Zheng, S. (2018). MiRNA-544a regulates the
inflammation of spinal cord injury by inhibiting the expression of NEURODA4. Cellular

30



Physiology and Biochemistry, 51(4), 1921-1931. https://doi.org/10.1159/000495717

Yang, R., Cai, X., Li, J., Liu, F., & Sun, T. (2019). Protective effects of miR-129-5p on acute
spinal  cord injury rats. Medical Science  Monitor, 25, 8281-8288.
https://doi.org/10.12659/MSM.916731

You, C., Cui, J., Wang, H., Qi, X., Kuo, L. Y., Ma, H., Gao, L., Mo, B., & Chen, X. (2017).
Conservation and divergence of small RNA pathways and microRNAs in land plants.

Genome Biology, 18(158). https://doi.org/10.1186/s13059-017-1291-2

Yunta, M., Nieto-Diaz, M., Esteban, F. J., Caballero-Lopez, M., Navarro-Ruiz, R., Reigada, D.,
Pita-Thomas, D. W., del Aguila, A., Mufoz-Galdeano, T., & Maza, R. M. (2012).
MicroRNA dysregulation in the spinal cord following traumatic injury. PloS One, 7(4).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0034534

Zhang, M., Zheng, J., Nussinov, R., & Ma, B. (2017). Release of Cytochrome C from Bax Pores
at the  Mitochondrial =~ Membrane.  Scientific ~ Reports, 7(1), 1-13.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-02825-7

Zhang, T., Ni, S., Luo, Z., Lang, Y., Hu, J., & Lu, H. (2019). The protective effect of
microRNA-21 in neurons after spinal cord injury. Spinal Cord, 57(2), 141-149.
https://doi.org/10.1038/s41393-018-0180-1

Zhang, W., Kim, P. J., Chen, Z., Lokman, H., Qiu, L., Zhang, K., Rozen, S. G., Tan, E. K., Je,
H. S., & Zeng, L. (2016). MiRNA-128 regulates the proliferation and neurogenesis of
neural precursors by  targeting PCMI in the developing cortex. ELife, 5.
https://doi.org/10.7554/eLife.11324

Zhou, H.-J., Wang, L.-Q., Xu, Q.-S., Fan, Z.-X., Zhu, Y., Jiang, H., Zheng, X.-J., Ma, Y.-H.,
& Zhan, R.-Y. (2016). Downregulation of miR-199b promotes the acute spinal cord injury
through IKKB-NF-«B signaling pathway activating microglial cells. Experimental Cell
Research, 349(1), 60—67. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2016.09.020

Zhu, Y., Xu, Q., Sha, W. P., Zhao, K. P., & Wang, L. M. (2019). MiR-219-5p promotes spinal
cord injury recovery by inhibiting NEUROD2-regulated inflammation and oxidative
stress. European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 23(1), 37-43.
https://doi.org/10.26355/eurrev_201901 16745

Zou, D., Chen, Y., Han, Y., Lv, C., & Tu, G. (2014). Overexpression of microRNA-124

31



promotes the neuronal differentiation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells.
Neural Regeneration Research, 9(12), 1241-1248. https://doi.org/10.4103/1673-
5374.135333

32



