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miRNA jako potencjalne biomarkery padaczki u dzieci
miRNAs as potential biomarkers for childhood epilepsy
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STRESZCZENIE

Wstep: Padaczka jest jedng z najczestszych i najbardziej wyniszczajacych choréb neurologicznych w grupie pacjentéw
pediatrycznych. Sktania to badaczy do poszukiwania molekularnego podtoza oraz préb wdrozenia leczenia celowanego.
Jest to niezwykle trudne wyzwanie z uwagi na ztozonosci etiopatogenezy padaczki. Alternatywna opcja dociekan skupia
sie na poszukiwaniach biomarkeréw. miRNA — to mate niekodujace RNA o dtugosci 18 -25 nukleotyddw, ktére negatywnie
reguluja ekspresje genéw na poziomie posttranskrypcyjnym dziatajac przez hamowanie translacji biatek lub degradacje
mRNA. Celem pracy byta analiza dostepnego pismiennictwa dotyczacego zmian profilu ekspresji wybranych miRNA
u dzieci z padaczka.

Materialy i metody: Przeglad pismiennictwa zostat przeprowadzony w oparciu o wytyczne PRISMA Statement (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses). Poszukiwania objety okres od 1 wrze$nia 2010r. do 1 grudnia 2022r.

Wyniki: Ostatecznie do analizy wtaczono 17 publikacji. Widoczny jest rosnacy trend zainteresowania tematem wykorzystania
miRNA w padaczce, wiekszos$¢ prac zostata opublikowana w ciggu ostatnich 5 lat. W badaniach metoda PCR przeanalizowano
26 r6znych miRNA. Autorzy podsumowali artykuty oceniajace wybrane miRNA jako potencjalne biomarkery diagnostyczne
i prognostyczne w padaczce za pomocg krzywej ROC.

Whioski: Liczba badar oceniajacych miRNA jako potencjalne biomarkery prognostyczne i diagnostyczne w padaczce szybko
rosnie. Wyniki tych badan nalezy jednak zweryfikowac w niezaleznych kohortach réwniez obejmujacych dzieci z padaczka.

Stowa kluczowe: padaczka, microRNA, miRNA, biomarker

ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is one of the most common and devastating neurological diseases in pediatric patients This has led
researchers to search for the molecular basis of the disease and to try to find a targeted treatment, which is an extremely
difficult challenge due to the complexity of the etiopathogenesis of epilepsy. An alternative research option is focused on
the search for biomarkers. miRNAs are small non-coding RNAs, 18-25 nucleotides long, which negatively regulate gene
expression at the post-transcriptional level by inhibiting protein translation or mRNA degradation. The aim of the study
was to analyze the available literature focusing on the evaluation of changes in the expression profile of selected miRNAs
in children with epilepsy.

Materials and methods: The literature review was conducted in accordance with PRISMA Statement (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-analyses). The search covered the period from September 1, 2010 to December
1,2022.

Results: 17 publications were included in the analysis. A growing trend of interest in the topic of miRNA use in epilepsy is
evident, with most papers published in the last 5 years. Twenty-six different miRNAs were analyzed by PCR. The authors sum-
marized articles assessing different miRNAs as potential diagnostic and prognostic biomarkers of epilepsy using a ROC curve.
Conclusions: The number of studies investigating miRNAs as potential prognostic and diagnostic biomarkers for epilepsy
is growing rapidly. However, the results of these studies need to be verified in independent cohorts also including children
with epilepsy.
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WSTEP | CEL PRACY

Padaczka jest jedng z najczestszych i najbardziej wy-
niszczajacych choréb neurologicznych w grupie pacjentéw
pediatrycznych [1]. Wysitki badaczy skupione sg na poszuki-
waniu molekularnego podtoza padaczki oraz prob leczenia
celowanego, jest to wyzwanie niezwykle trudne z uwagi
na ztozonos¢ etiopatogenezy. Prowadzone sg rowniez ba-
dania naukowe poszukujace biomarkeréw, czyli biologicz-
nych wskaznikéw, ktére moga byc¢ obiektywnie zmierzone,
a zmiany w profilu ich ekspresji $wiadcza o fizjologii badz
chorobie organizmu. Ekspresja gendw jest procesem wie-
loetapowym prowadzacym do odkodowania informacji ge-
netycznej celem wytworzenia produktu, ktérym najczesciej
jest biatko. Ekspresja na kazdym z etapéw moze podlegac
regulacji, co przekfada sie nailos¢ wytwarzanego w danym
etapie produktu, w tym mRNA, miRNA czy biatka. Regula-
cja ekspresji moze by¢ zaburzona miedzy innymi poprzez
mutacje w genach regulatorowych, zmiany struktury DNA
czy nieprawidtowy poziom miRNA, ktére petniag funkcje cza-
steczek regulatorowych. llos¢ produktéw kolejnych etapow
ekspresji genéw moze by¢ poddana analizie z wykorzysta-
niem technik biologii molekularnejianaliz proteomicznych,
jak np. gPCR, sekwencjonowanie NGS, mikromacierze eks-
presyjne, Northern Blot — dla RNA oraz testy ELISA i We-
stern Blot dla biatek. Jedng z najczesciej wykonywanych
analiz aktywnosci miRNA jest ta oparta na technice real-time
gPCR (ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym), dzieki ktérej
mozemy ocenic ilos¢ danego miRNA i dokona¢ poréwna-
nia poziomu ekspresji pomiedzy badanymi grupami [2].
Idealny biomarker powinien mie¢ wysoka czutos¢ i swo-
istos¢, réznicowacd patologie juz na wczesnym etapie, miec
dtugi czas pottrwania oraz powinien by¢ oznaczany szybkimi
i tanimi testami [3]. Odkrycie i zdefiniowanie roli i kierunku
zmian wskaznika w chorobie umozliwia przyporzadkowanie
mu odpowiedniej funkgji. Z punktu widzenia epileptologa
niezwykle wazne s3 zastosowania:

° jakobiomarkera diagnostycznego, ktéry zobiektywizuje
i przyspieszy postawienie diagnozy chroniac pacjenta
przed progresja choroby badz tez mylnie postawionym
rozpoznaniem,

¢ jako biomarkera lekoopornosci, ktéry na wczesnym
etapie wskaze pacjentéw zagrozonych rozwinieciem
lekoopornoscii ukierunkuje dziatania lekarza w dalszym
postepowaniu terapeutycznym.

Do roli biomarkeréw z pewnoscig kandyduja miRNA czy-
limate, endogenne, niekodujace RNA, ktére negatywnie re-
gulujac ekspresje gendw, regulujg zmiany struktury i funkgcji
komorki, w tym strukture dendrytéw i aksondw, receptoréw
neuroprzekaznikéw, transporteréw i kanatéw jonowych [4,
5] poprzez wyciszanie i degradacje docelowego mRNA [6].
Duzy potencjatjako przysztych biomarkeréw wigze sie zich
wiasciwosciami, takimi jak specyficzny wzorzec tkankowy,
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stosunkowo duza stabilnos$¢ oraz mozliwos¢ przeprowadze-
nia oznaczen szeroko dostepng metodg PCR [7]. Ponadto
ocena miRNA w prébce krwi jest metoda dostepna, mato
inwazyjna, tatwa w przeprowadzeniu i szybka.

Droga miRNA z laboratorium do codziennej praktyki
klinicznej z pewnoscia jest dtuga, jednak wyniki przepro-
wadzonych dotychczas badan sg obiecujace. Celem pra-
cy byfa analiza dostepnego pismiennictwa dotyczacego
zmian w profilu ekspresji wybranych miRNA u dzieci z pa-
daczka.

MATERIALY | METODY

Przeglad pismiennictwa zostat przeprowadzony w opar-
ciu o wytyczne PRISMA Statement (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-analyses) [8]. Autorzy prze-
szukali baze danych Pubmed w celu zidentyfikowania pu-
blikacji dotyczacych udziatu miRNA w padaczce u dzieci.
W procesie wyszukiwania uzyto stéw kluczowych:, miRNA",
,MiRNAs", ,microRNA", ,microRNAs" oraz ,epilepsy”. Poszu-
kiwania objety okres od 1 wrzeénia 2010 roku do 1 grudnia
2022 roku.

Kryteria wigczenia:

° prace oryginalne,

* padaczka jako kluczowy temat pracy,

* badania poréwnujace ekspresje miRNA metoda PCR.
Kryteria wyfgczenia:

° recenzje, opisy przypadkéw, studia metodologiczne,
artykuty redakcyjne, komentarze, listy, hipotezy,

° brak dostepnego streszczenia,

° publikacje w jezyku innym niz angielski,

° materiat pobrany wytacznie od pacjentéw z rozpozna-
niem stwardnienia guzowatego (TSC), glejaka, urazo-
wego uszkodzenia mézgu (TBI), niedokrwienia mézgu,

° objecie badaniem pacjentéw >18r.z.

Analiza zostata przeprowadzona w nastepujacych kro-
kach:

* analiza wybranych artykutéw na podstawie tytutéw
i streszczen,

° analiza artykutéw petnotekstowych,

° analiza zebranych danych.

Dane z prac spetniajacych kryteria wigczenia zostaty
wprowadzone do arkusza kalkulacyjnego Excel, ktéry za-
wierat nastepujace dane: tytut manuskryptu, wielkos¢ grupy,
wiek, przyjmowane leki, analizowany materiat, liczbe punk-
téw czasowych w ktérych pobierano prébki, rodzaj miRNA.
Wyniki przedstawiono w postaci tabel.

WYNIKI
Ostatecznie do analizy wtaczono 17 publikacji (tab. I).
W kazdej pracy uwzglednionej w przegladzie zostata prze-
prowadzona analiza profilu ekspresji miRNA na podstawie
reakgcji tancuchowej polimerazy (PCR).
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Tabela I. Ocena ekspresji wybranych miRNA w populacji pediatrycznej z padaczka

Table I. Expression of selected miRNAs measured in a group of pediatric patients diagnosed with epilepsy

Faza

Bibliografia Uczestnicy Liczba Wiek Liczba LPD Phase Probka miRNA
References Participants No. Age AED numbers Samples miRNA
; Padaczka 43 8,56 +2,14
Laideree 1 Surowica miR-155
B Zdrowy 43 845+2,18
Pacjenci lekooporni 13 549 + 3,49 4
Pacjenci lekowrazliwi 12 6,17 + 3,94 1 1 1318 miRNA
Zdrowi 10 6,98 +4,39 0
Wang, —— . miR-199a-3
Pacjenci lekooporni 31 6,63 +3,97 4 Osocze P
2022[10] ) P miR-125b-5p,
L - miR-150-3p,
+
Pacjenci lekowrazliwi 34 6,41+ 3,69 1 2 T,
. miR-199a-5p
Zdrowi 27 6,60 + 4,05 0 miR-342a-5p
LiC TLE 88 9,72 3,27 : Suromi 19503
urowica miR-199a-3p
2021 [11] Zdrowi 86 10,06 + 3,07
WuY TLE 65 9,98 +2,58
! 1 Surowica miR-29a
2021112 Zdrowi 70 10,07 + 2,62
Niu X, TLE 59 9,32+3,.27 : o rons
urowica miR-194-5p
2021 [13] Zdrowi 63 10,00 £ 3,44
YuY, TLE 98 9,64+3,18 : o o 148a 3
urowica miR-148a-3p
2021 [14] Zdrowi 72 9,88 + 3,04
Pacjenci lekooporni 16 7,24 +3,73
;32’\3’[1 5) Pacjenci lekowrazliwi 8 8,13 +3,21 1 Surowica miR-34c¢-5p
Zdrowi 8 9,17 +4,20
LiN, TLE 63 9,81+2,79 : Suromi Atsas
urowica miR-15a-
2020[16] Zdrowi 67 10,13+2,46 P
Elnady, H.G. Padaczka 30 5-15 1 Osocze miR-146a
2019[17] Zdrowi 20 5-15 mir-106b
Pacjenci lekooporni 26
andiis W » 1 Surowica miR-139-5
2020[18] Urazowe uszkodzenie P
moézgu lub malformacje 20
naczyniowo-moézgowe
Wu X TLE 15 11,2426
. 1 Hipokamp miR-135a-5p
2019[19] Zdrowi 15 10,6+3,7
— o miR-181a
Renl, : Tkanka 2:21 Zéa
2016 [20] nerwowa X
1 miR-34a
miR-124
1 2578 miRNA
let-7f-1-3p
LiL, 50-112 Tkanka miR-1281
2016 [21] FCOtypIl B > miesiecy ) nerwowa miR-940
miR-1825
miR-6511b-5p
miR-6862-5p
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Tabela I. (cd.) Ocena ekspresji wybranych miRNA w populacji pediatrycznej z padaczka

Table I. (cont.) Expression of selected miRNAs measured in a group of pediatric patients diagnosed with epilepsy

Bibliografia Uczestnicy Liczba Wiek
References participants No. Age
Dysplazja korowa 8 9
Operacja z powodu
zmiany ogniskowej
umiejscowionej 2 7-13
w strukturach gtebokich
Lee, JY, mézgu
2014 [22] Dysplazja korowa 8 7
Operacja z powodu
zmiany ogniskowej
umiejscowionej 3 6
w strukturach gtebokich
mozgu
MTLE 8 8-13
Ashhab, M.U,
2013 [23] Pacjenci nie obcigzeni 8 6-13
chorobg neurologiczna
MTLE 5 8-12
Peng, J,
2013 [24] Pacjenci nie obcigzeni 5 8-12
chorobg neurologiczna
MTLE 5 8-12
Omran, A,
2012 [25] Pacjenci nie obcigzeni 5 8-12

chorobg neurologicznag

LizbalPD T2 probka miRNA
AED numbers samples miRNA
1
Tkanka
nerwowa
miR-21,
miR-130,
2 miR-155,
miR-193b
miR-199
3
1 Tkanka miR-155
0 hipokampa
3 miR-124
1 Tkanka miR-134
0 hipokampa miR-132
miR-21
3
1 Tkanka miR-146a
0 hipokampa

FCD (focal cortical dysplasia) — ogniskowa dysplazja korowa; LPD — leki przeciwdrgawkowe; MTLE (mesial temporal lobe epilepsy) — padaczka z przysrodkowej czesci ptata
skroniowego; NDE (newly diagnosed epilepsy) — nowo zdiagnozowana padaczka; TLE (temporal lobe epilepsy) — padaczka skroniowa

Widoczny jest rosnacy trend zainteresowania tematem
wykorzystania miRNA w padaczce, wiekszos$¢ prac zostata
opublikowana w ciggu ostatnich 5 lat. W badaniach metoda
PCR przeanalizowano 26 réznych miRNA, oceniajac ich zmie-
niony profil ekspresji. W nowszych pracach preferowane jest
wykorzystywanie prébek krwi jako materiatu biologiczne-
go, podczas gdy starsze badania wykorzystywaty tkanke
nerwowa mdzgu pobrang srédoperacyjnie od pacjentow
z padaczka lekooporna. Trzech niezaleznych autoréw wy-
kazato wyzszg ekspresje miR-155 zaréwno w surowicy jak
i preparatach tkanki nerwowej w grupie pacjentéw z pa-
daczka w poréwnaniu z grupg kontrolng [9, 22, 23]. Zmiany
profilu ekspresji miR-146a oceniono w tkance nerwowej oraz
w osoczu, a uzyskane wyniki wykazaty zwiekszong ekspresje
w grupie chorych na padaczke w poréwnaniu do dzieci bez
padaczki [17, 20, 25]. Dwukrotnie oceniono profil ekspresji
miR-199a-3p, ktéry byt znaczaco obnizony w surowicy dzieci
z TLE w poréwnaniu z osobami zdrowymi w badaniu Li
C. [11]. Wang L. oznaczat ekspresje miR-139-5p w surowi-
cy trzech grup pacjentdw, tj. dzieci ze Swiezo rozpoznanag
padaczka, u ktérych nie stosowano dotychczas leczenia
przeciwdrgawkowego, dzieci z padaczka lekooporna oraz
dzieci zdrowych. Ekspresja miR-139-5p byta nizsza w grupie
pacjentéw z nowo rozpoznang padaczka w poréwnaniu
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z grupa kontrolna. Wyniki obnizonej ekspresji w grupie pa-
cjentow lekoopornych byty réwniez istotne statystycznie
w poréwnaniu z pacjentami nowo zdiagnozowanymi [18].
Réwniez miR-29a, miR-194-5p oraz miR-34c-5p wykazaty
obnizong ekspresje w surowicy dzieci z padaczka [12, 13,
15]. Li N. opisat znaczaco obnizong ekspresje miR-15a-5p
w surowicy dzieci chorych w poréwnaniu ze zdrowymi kon-
trolami, co moze wskazywac na potencjalne znaczenie w pa-
togenezie padaczki ptata skroniowego. Nie stwierdzono
istotnych réznic miedzy dzie¢miz padaczka i stwardnieniem
hipokampa w poréwnaniu z dzie¢mi bez tych nieprawidto-
wosci. Ponadto nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy
dzie¢miz obustronnym TLE w poréwnaniu z jednostronnym
TLE. Zmiana profilu ekspresji nie korelowata z wynikami
zapiséw badan EEG ani badan rezonansu magnetycznego
(MR) [16]. LiuY. stwierdzit, ze wzgledna ekspresja korelowata
ze stopniem nieprawidtowosci w EEG oraz przebiegiem
choroby [9]. Zwiekszona ekspresja miR-148a-3p w suro-
wicy korelowata z wywiadem obcigzonym wystapieniem
drgawek goraczkowych i czestoscig napadéw u dziecizTLE
[14]. Dwa badania obejmowaty pacjentéw z dysplazjg ko-
rowg Tkanke nerwowa mézgu pobrano do dalszych badan
podczas operacji neurochirurgicznej. Analize profilu eks-
presji miRNA przeprowadzono za pomocg mikromacierzy.
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Tabela Il. miRNA jako potencjalny biomarker padaczki w oparciu o analize krzywej ROC

Table Il. miRNA as a potential biomarker of epilepsy based on the analysis of ROC curve

miRNA
miRNA

miR-155

miR-584-5p,
miR-342-5p,
miR-150-3p,
miR-125b-5p,
miR -199a-3p,
miR-199a-5p

miR-584-5p,
miR-342-5p,
miR-199a-3p
miR-584-5p,
miR-342-5p,
miR-150-3p,
miR-125b-5p,
miR -199a-3p,
miR-199a-5p
miR-194-5p
miR-148a-3p
miR-15a-5p
miR-146a
miR-106b

PisSmiennictwo
References

Liu'Y, 2022 [9]

Wang Y, 2022 [10]

Niu X, 2021 [13]
YuY, 2021 [14]
LiN, 2020 [16]

Elnady, H.G. 2019 [17]

AUC (area under the curve) — pole pod krzywa

Nastepnie miRNA, ktére wykazywaty zmieniong ekspresje
w grupie pacjentéw z padaczka, poddano dalszej weryfikacji
za pomocg PCR. Wyniki obu metod byty zgodne [21, 22].

Wang Y. ocenit 6 wybranych miRNA zaréwno jako po-
tencjalne biomarkery diagnostyczne pozwalajace odréznic
pacjentéw chorych od zdrowych jak i biomarkery progno-
styczne, rozrézniajgce populacje dzieci lekoopornych od
lekowrazliwych [10]. Pozostate miRNA ujete w tabeli Il zo-
staty obiecujaco ocenione jako potencjalne biomarkery
diagnostyczne (tab. Il).

DYSKUSJA

Istnieje niezaspokojona potrzeba poszukiwania nowych
narzedzi diagnostycznych i prognostycznych w grupie pa-
cjentéw cierpigcych na padaczke. Potrzeba ta wynika z faktu,
iz padaczka jest chorobg niejednorodna, ktérej wspdlnym
mianownikiem jest predyspozycja do wystepowania na-
wracajacych, nieprowokowanych napadéw wynikajacych
z hipersynchronicznych wytadowan neuronéw. Rézni sie
etiologig, obrazem klinicznym, odpowiedzig na zastoso-
wane leczenie, rokowaniem [3]. Obiektywne narzedzia
badawcze z pewnoscig przyczynityby sie do poprawy dia-
gnostyki réznicowej. Duza zmienno$¢ obrazu klinicznego
jakiodpowiedzi na zastosowane leczenie stanowi trudnos¢
w prowadzeniu terapii. U 3 na 10 pacjentéw nie obserwuje-
my sukcesu terapeutycznego pod postacia braku napadéw
pomimo stosowania dwéch dobrze tolerowanych i odpo-

AUC Biomarker
AUC Biomarker
0,813 Diagnostyczny
0,888 Diagnostyczny
0,883 Diagnostyczny
0,823 Lekoopornosci
0,896 Diagnostyczny
0,928 Diagnostyczny
0,908 Diagnostyczny
0,763 Diagnostyczny
0,885 Diagnostyczny

wiednio dobranych lekéw przeciwdrgawkowych (LPD) w od-
powiednich dawkach, co nazywamy lekoopornoscia [26].
Dysponujemy okoto 30 LPD jednak wskaznik lekoopornosci
jest wcigz poréwnywalny. Nalezy zwréci¢ uwage, ze propo-
nowane leczenie mozemy zakwalifikowac jako,,objawowe”
anie, przyczynowe”. Prowadzac farmakoterapie dostepnymi
lekami dazy sie do zminimalizowania czestosci napadow
przy jak najmniejszych skutkach ubocznych. Obserwujemy
duza zmiennos$¢ wrazliwosci na zastosowane leki nawet
u pacjentéw z ta sama diagnoza zespotu padaczkowego.
Wdrazanie kolejnych opcji terapeutycznych wiaze sie z niz-
szym odsetkiem powodzenia [27].

mMiRNA — to mate niekodujace RNA o dtugosci 18-25 nu-
kleotyddw ktére negatywnie reguluja ekspresje gendéw na
poziomie posttranskrypcyjnym dziatajac przezhamowanie
translacji biatek lub degradacje mRNA. miRNA zostaty ozna-
czone po raz pierwszy w 1993 roku jednak za przetomowy
nalezy uznac rok 2008 kiedy to Chen i wsp. po raz pierwszy
systematycznie scharakteryzowali obecnos¢ miRNA w su-
rowicy, w przedstawionej publikacji udowodnili, ze miRNA
sg obecne we krwi ludzi i zwierzat oraz ze badane pozio-
my w surowicy s stabilne, odtwarzalne i sp6éjne miedzy
osobnikami tego samego gatunku [28]. W 2011 roku Hu
wraz ze wsp. wykazali prawdopodobnga korelacje miedzy
zréznicowang ekspresja miRNA badang w materiale tkanek
hipokampa i krwi obwodowej w szczurzym modelu stanu
padaczkowego [29]. Pierwsza praca w ktérej wykorzysta-
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no surowice jako materiat biologiczny do oceny ekspresji
miRNA u pacjentéw z padaczka opublikowano dopiero
w 2015 roku [30].

Poczatkowo do badan nad miRNA wykorzystywano
tkanki mézgowia pobrane od pacjentéw w trakcie opera-
¢ji neurochirurgicznej z powodu lekoopornej padaczki, tak
skonstruowane badanie utrudniato ocene poréwnawcza
ze zdrowa grupa kontrolna. Do grupy kontrolnej wtaczano
wiec pacjentéw ktdrzy przebyli operacje neurochirurgiczng
zinnych przyczyn, np. urazu lub krwawienia lub tez tkanki
mobzgowia pobierane byly w czasie autopsji. Interesujace
w tym kontekscie jest badanie przeprowadzone przez Ron-
coniwsp., w ktérym poréwnano ekspresje miRNA w tkance
nerwowej mézgu pacjentéw z padaczka pobranych srod-
operacyjnie oraz w tkankach pobranych w trakcie sekgji
zwtok od 0s6b chorujacych i nie chorujacych na padaczke.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze probki
pobrane w trakcie sekcji zwtok byty segregowane wspdlnie,
taki wynik nawet przy niewielkiej grupie badanej wskazuje,
ze pochodzenie prébki moze mie¢ wieksze znaczenie niz
choroba podstawowa [31]. Z kolei opierajac sie na innym
badaniu z wykorzystaniem mysiego modelu padaczki,
w ktérym badacze celowo opdzniali autopsje nie stwier-
dzono istotnych réznic w poziomach miRNA mierzonych
natychmiast oraz po 4h i po 8h po $mierci[32]. Dodatkowym
utrudnieniem z wykorzystaniem tkanki nerwowej mézgu
jako materiatu do badan ekspresji miRNA jest réwniez brak
dostepnosci materiatu tkankowego na wczesnym etapie
choroby.

miRNA znajduja sie nie tylko wewnatrz komorek ale
takze w $rodowisku zewnatrzkomérkowym gdzie zostaja
uwolnione w sposoéb aktywny lub w wyniku $mierci komérki.
Zwykle znajduja sie w mikropecherzykach, egzosomach,
ciatach apoptotycznych lub s3 zwigzane z lipoproteinami
o duzej gestosci lub biatkami Ago [33]. miRNA moga by¢
oznaczane we krwi [28, 34], moczu [35], ptynie mézgowo-
-rdzeniowym [36], slinie [34] a nawet tzach [35] poniewaz
sg stabilne w szerokim zakresie temperatury i pH a analiza
moze by¢ przeprowadzona z op6znieniem gdyz nie sg wraz-
liwe na powtarzajace sie cykle zamrazanie i rozmrazania [36,
37]. Niektore miRNA powszechnie wystepuja w wiekszosci
dostepnych ptynéw ustrojowych, jednak czes¢ miRNA jest
obecna tylko w konkretnych bioptynach [35]. Ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy pomimo bezposredniego kontaktu z tkanka
nerwowa nie jest popularnym materiatu do badan nad zmia-
nami ekspresji miRNA w padaczce. Jednym z ograniczeniem
jego wykorzystania jest fakt inwazyjnosci metody jego po-
brania, niemoznos¢ wykonywania seryjnych oznaczen oraz
nizsze poziomy krazacych miRNA na mikrolitr PMR w po-
réwnaniu z tg samg objetoscig osocza [38, 39]. W badaniu
Webera i wsp. oznaczono miRNA w 12 ptynach ustrojowych,
najmniejsze ich stezenie stwierdzono w ptynie mézgowo-
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-rdzeniowy, moczu i ptynie optucnowym [35]. Wykorzystanie
w analizie ekspresji miRNA prébek krwi zwiekszyto dostep-
no$¢ materiatu badawczego i pozwolito na poszerzenie ba-
dan z udziatem dzieci oraz poréwnanie wynikéw pacjentéw
z padaczka ze zdrowymi kontrolami [40].

Pojedyncze miRNA celuje w okoto 200mRNA, tworzac
ogromng sie¢ wzajemnych oddziatywan [41]. Utrata lub
wzmocnienie funkcji konkretnych miRNA moze zmodyfi-
kowac ekspresje setek biatek a w konsekwencji wiele pato-
fizjologicznych fenotypdw jednoczesnie, bez wzgledu na
etiologie padaczki [42, 43]. Obnizona ekspresja specyficzne-
go miRNA zwieksza ekspresje powigzanego z nim biatka, na-
tomiast zwiekszone poziomy miRNA beda dziata¢ hamujaco
na ekspresje tego biatka [4]. Mechanizm dziatania polega
na stosunkowo tagodnej redukcji poziomu komérkowego
docelowego mRNA co skutkuje zmniejszeniem stezenia
biatka okoto 2-4-krotnie, mozliwe jest rowniez catkowite
wytaczenie [44]. Zmiany ekspresji moga wiec doprowadzi¢
do dysfunkcji na poziomie pojedynczej komorki, tkanki lub
nawet catego mézgu [4].

Zidentyfikowano juz okoto 2600 genéw miRNA u ludzi
[45], jednak wg danych szacunkowych tylko 15% jest spe-
cyficznych tkankowo, pozostaly odsetek jest wykrywany
niemal we wszystkich tkankach, ponadto 70% miRNA ulega
ekspresji w tkankach mézgowia [46]. Biorac pod uwage
ogromng ilo$¢ poznanych miRNA oraz réznorodnos¢ mRNA,
mozna uzna¢, ze miRNA reguluja niemal wszystkie proce-
sy metaboliczne komérki [44]. Stanowiag wiec potencjalny
biomarker diagnostyczny, prognostyczny jak réwniez cel
terapeutyczny zwtaszcza w padaczkach o ztozonej patofi-
zjologii lezacej u ich podstawy [47].

Poszczegdlne typy komoérek — neurony, oligoden-
drocyty, astrocyty czy mikroglej — posiadajg wtasne cha-
rakterystyczne profile miRNA [48, 49]. Na kazdy neuron
przypada 1000-10000 kopii miRNA [50, 51]. Dostepne s3
liczne publikacje naukowe wskazujace nazmiany w ekspresji
poszczegdlnych miRNA zwigzane bezposrednio znapadem
padaczkowym, jak réwniez epileptogenezg [4, 40, 52-54].

Autorzy wskazuja na udziat miRNA w procesach mody-
fikacji mikrostruktury neuronéw, glejozy, Smierci neurondw,
funkcji kanatéw jonowych, stanach zapalnych iinnych [55].
Procesy te ostatecznie moga prowadzi¢ do nadpobudliwosci
sieci neuronéw i rozwoju padaczki. U podstaw molekularne-
go i komdrkowego udziatu w epileptogenezie lezg zmiany
w ekspresji genéw i regulacji ich ekspresji. W zmianach tych
posrednicza czynniki transkrypcyjne o szerokim spektrum
dziatania [56, 57], mechanizmy epigenetyczne, takie jak me-
tylacja DNA i modyfikacje histonéw [58-61] oraz regulacja
potranskrypcyjna z wykorzystaniem miRNA [62].

Poznanie funkgji petnionych przez specyficzne miRNA
orazich zaangazowania w proces epileptogenezy warunku-
je dalsze badania dazace do normalizacji zaburzonej ekspre-
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sji zwykorzystaniem molekularnych narzedzi podobnych do
lekéw takich jak inhibitory antysensowne (antagonisci) oraz
czasteczki wzmacniajgce miRNA (mimetyki) [4].

Zwiekszona ekspresja miR-146a w grupie pacjentéw
chorujacych na padaczke zostata wielokrotnie opisana oraz
powigzana z aktywnym procesem zapalnym [30, 63-66].
Wzrost ekspresji miR-146a jest wynikiem wptywu silnych
mediatoréw prozapalnych, takich jak interleukina-1p (IL-1B)
oraz czynnik martwicy nowotworéw a (TNFa) [67, 68]. Wy-
korzystanie syntetycznych mimetykéw miR-146a w mysim
modelu padaczkowym zmniejszyto czestos¢ i nasilenie ko-
lejnych napadéw. Mechanizm przeciwdrgawkowy powigza-
no z supresja szlaku IL-1B-Toll-like receptor 4 [69]. Ekspresja
miR-155 jest zwiekszona w odpowiedzi na bodzZce zapalne
[70], hamowanie ekspresji miR-155 ma prawdopodobnie
potencjat przeciwpadaczkowy poprzez ograniczanie za-
palenia uktadu nerwowego i tagodzenie napadéw [71, 72].
miR-132 kontroluje procesy zwigzane z zapaleniem ukfadu
nerwowego oraz $miercig komérek [73, 74]. Zwiekszong
ekspresje miR-184 obserwowano w tkance hipokampa
po epizodach napadowych. Eksperymentalne wyciszanie
miR-184 znaczaco nasilato Smieré neuronéw wywotang na-
padami padaczkowymi w dwéch zwierzecych modelach
stanu padaczkowego [75]. Wzrost ekspresji miR-181a ob-
serwowano w przebiegu apoptozy neuronéw po epizodach
napadowych, role miR-181a powigzano z hamowaniem
ekspresji biatka kaspazy-3, natomiast wyciszenie miR-181a
miato znaczenie neuroprotekcyjne i wigzato sie ze wzrostem
aktywacji biatka kaspazy-3 [20].

Opisanie réznorodnych powiazan wybranych miRNA
oraz mechanizmu ich dziatania w procesie epileptogene-
zy wykracza poza zakres tego przegladu niemniej jednak
uwzglednienie w niniejszym dokumencie kilku podstawo-
wych faktow moze zilustrowac znaczenie miRNA dla funk-
cjonowania moézgu i padaczki.

Korzystajac z coraz nowszych narzedzi bioinformatycz-
nych, mozliwe jest przewidywanie potencjalnych celéw jak
réwniez szlakéw molekularnych i komérkowych zaangazo-
wanych w epileptogeneze. Dane analizujagce mozliwe cele
miRNA zostaly zgromadzone w ogélnodostepnych bazach
takich jak TargetScan, EpimiRBase, DIANA miRPATH, miR-
TarBase, microrna.org.

Aby méc w przysztosci wykorzysta¢ miRNA jako biomar-
ker padaczki potrzebujemy wiarygodnych wynikéw badan
pozyskanych z dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych
z nalezyta starannoscig badan. Narzedziem umozliwiaja-
cym zobiektywizowanie pomiaréw badan poprzez ocene
jakosci modelu prognozujgcego a nastepnie mozliwosc ich
poréwnania miedzy niezaleznymi badaczami jest krzywa
ROC. Metoda ta ocenia poprawnosc klasyfikatora poprzez
jednoczesny opis jego czutoscii swoistosci. AUC jest podsta-
wowym wskaznikiem oceniajacym jakos¢ klasyfikacji, jego

zakres wynosi 0-1, przy czym 1 odnosi sie do klasyfikatora
idealnego, 0,5 oznacza klasyfikator losowy a kazdy mniej-
szy wynik klasyfikator nieprawidtowy [76]. Autorzy uznali
badania z wykorzystaniem krzywej ROC jako metody wery-
fikujacej znaczenie miRNA jako potencjalnych biomarkeréw
padaczki za najbardziej rzetelne i wartosciowe.

Duza heterogennos¢ projektéw badawczych utrudnia
poréwnanie wynikéw pomiedzy réznymi badaniamia tymi
samymi typowanymi miRNA istotnymi dla padaczki. Aby
zapewni¢ wiarygodng identyfikacje nowych krazacych bio-
markeréw miRNA do celéw diagnozowania lub prognozo-
wania choroby, badania powinny obejmowac faze badawcza
i co najmniej jedna faze walidacji [77]. Na etapie badawczym
kandydaci na potencjalne biomarkery s identyfikowani
zwykorzystaniem metod wysokoprzepustowych w niewiel-
kiej grupie pacjentéw. Najczesciej wykorzystywane metody
to mikromacierze oraz metoda sekwencjonowania RNA [78].
Metoda mikromacierzy oparta jest na hybrydyzacji, umoz-
liwia analize tysiecy miRNA w jednym tescie, jednak nizsza
cena badania wiaze sie zazwyczaj z nizszg specyficznoscia
[79]. Metoda miRNA-seq jest metodg ilosciowej oceny miRNA
opartg na wykorzystaniu NGS lub masowo réwnolegtego
wysokoprzepustowego sekwencjonowania, atutem metody
odrdzniajacym jg od poprzedniej jest mozliwos¢ wykrycia
nowych jak i juz znanych miRNA, wada natomiast stosun-
kowo duzailo$¢ potrzebnego materiatu do analizy, wysoka
cena oraz koniecznos$¢ solidnego przygotowania biblioteki,
aby unikna¢ stronniczych danych [80]. Wyselekcjonowane
w | etapie miRNA o obiecujacym profilu ekspresji zostang
ocenione w fazie walidacyjnej. Il faza badania przeprowa-
dzana jest na wiekszej grupie badanych. Metoda najczesciej
wykorzystywana jest qPCR [81]. Wciagz nie wypracowano
konsensusu dotyczacego optymalnego projektu, analizy
i interpretacji eksperymentu qPCR. Zastosowanie rozbiez-
nych metod analizy w rezultacie doprowadza do uzyskania
sprzecznych wynikéw [82]. Powtarzalno$¢ wynikéw podob-
nych badan gPCR jest w znacznym stopniu uzalezniona od
oceny jakosci RNA, wyboru startera do reakgcji RT, rodzaju
sondy fluorescencyjnej i metody analizy danych [83]. Dane
te nie zawsze w sposéb dostateczny opisane sg w publikacji.

Jak zaprezentowano w tabeli | dwufazowy projekt ba-
dawczy zrealizowano jedynie w 3 przypadkach, 2 z nich
wykorzystaty probki tkanki nerwowej moézgu co uniemozli-
wia poréwnanie uzyskanych danych ze zdrowymi osobami,
w pierwszym etapie wykorzystano metode mikromacierzy.
W 1 przypadku jako metode badawcza wykorzystano miR-
-seq a do analizy postuzyty prébki osocza. W oparciu o anali-
ze krzywej ROC 6 prac okreslito potencjat wybranych miRNA
jako biomarkeréw padaczki (tab. I).

Kolejny istotny aspekt to potencjalny wptyw stoso-
wanych lekéw przeciwdrgawkowych na zmiany ekspresji
miRNA, aby uwiarygodni¢ otrzymane wyniki rozsadnym
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wydaje sie wigczenie do badania grupy pacjentéw nie przyj-
mujacych lekéw i ocene poréwnawczg z grupa pacjentéw
lekoopornych i lekowrazliwych.

Reasumujac, zidentyfikowalismy jedynie 1 badanie
w populacji dzieciecej spetniajace powyzsze kryteria. Ba-
danie Wang Y. i wsp. opiera sie na dwuetapowej analizie
zwykorzystaniem miRNA-seq a nastepnie RT-PCR. Ponadto
rzetelnie zweryfikowano liste i rodzaj przyjmowanych przez
dzieci lekéw przeciwdrgawkowych [10].

WNIOSKI

Rosnaca liczba publikacji dotyczacych zmian ekspresji
miRNA w padaczce dostarcza dowodéw na potencjat wyko-
rzystania ich jako przysztych biomarkeréw diagnostycznych
i prognostycznych. Wyniki tych doniesiert wymagaja jednak
weryfikacji w niezaleznych kohortach, rowniez pediatrycz-
nych wedtug wypracowanych i powtarzalnych standardéw
prowadzonych badan.
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