MicroRNAs en de toepassing voor het in vitro regenereren van skeletspierweefsel
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Samenvatting 
In de regeneratieve geneeskunde wordt onderzoek gedaan naar het regereren van skeletspierweefsel in vitro. Van microRNAs(miRs) is in de afgelopen jaren bekend geworden dat ze in veel biologische processen een rol spelen. MiRs, 22 nucleotiden lang, zijn niet coderend voor eiwitten. MiRs kunnen de translatie van mRNA tegengaan door het vormen van een RNA Induced Silencing Complex. Voor de regeneratie van skeletspierweefsel kunnen miRs satellietcellen een handje te helpen in hun proliferatie en differentiatie. Over zowel myogenese als miRs is nog lang niet alles bekend. Wel wordt er veel onderzoek gedaan naar de invloed van miRs op de proliferatie en differentiatie van satellietcellen. Vooral onderzoek naar differentiatie heeft al het een en ander opgeleverd; miR-1 remt de proliferatie terwijl miR-133 tegelijkertijd de differentiatie bevorderd, miR-206 remt  DNA synthese en stimuleert gap-juntion vorming en daarmee differentiatie. Andere miRs als miR-222, miR-26a en miR-27b zorgen ook allemaal voor een rem op de celcylcus en daarmee stimulatie van de differentiatie. 
Inleiding
Slechts 1,5 % van het menselijk genoom codeert voor eiwitten. Toch wordt een groot deel van de overgebleven 98.5%, wat “junk-DNA” genoemd wordt, wel afgeschreven en omgezet in mRNA. De functie van veel van deze “niet-eiwit-coderende” mRNAs is nog onbekend. De naam “junk-DNA” geeft aan dat het doel van dit DNA nog niet bekend is. Het woord “junk” wat staat voor afval of rommel is echter niet zo goed gekozen. Er wordt steeds meer bekend over het “junk-DNA” en daaruit blijkt dat het zeker niet om rommel gaat!

Het eerste miR, lin4  is ontdekt door Lee et al. en Wightman et al in 1993. Een miR werd vanaf toen beschreven als een klein RNA molecuul, wat niet coderend is voor een eiwit. Aangezien miRs niet coderend zijn voor eiwitten, zouden ze dus “junk-DNA” genoemd kunnen worden. Toch hebben miRs een belangrijke rol hebben in allerlei processen.
Op veel medische onderzoeksgebieden komt het belang van miRs steeds meer aan het licht. Onderzoeken naar bijvoorbeeld kanker en HIV geven aan dat miRs een belangrijke rol zouden kunnen spelen in het ontwikkelen van therapieën (Liu et al., 2009). Ook op het gebied van spiergroei en het regenereren van skeletspierweefsel, zouden miRs een belangrijke regulerende rol kunnen spelen. De expressie van miR-1, miR-133 en miR-206 wordt bijvoorbeeld verhoogd tijdens de differentiatie van menselijke satellietcellen en C2C12 murine myoblast cellen (Marneth et al. 2009, Chen et al. 2006, Callis et al. 2008). Al gedurende vier jaar wordt er onderzoek gedaan naar het regenereren van spierweefsel om aangezichtsspieren te maken. Satellietcellen zijn voorlopercellen die zich in gezond spierweefsel bevinden. Geprobeerd wordt om deze voorlopercellen te laten prolifereren en differentiëren in vitro, om zo spiervezels te genereren. Er zijn verschillende factoren die invloed hebben op de proliferatie en differentiatie van de satellietcellen. Zo is er door Marneth et al., 2009 al een pilot studie gedaan naar de regulatie van miRs gedurende  de differentiatie.
Het doel van deze scriptie is het belichten van de mogelijke rol van miRs in de regeneratie van skeletspierweefsel: “Welke rol zouden miRs kunnen spelen voor het regenereren van skeletspierweefsel?”. Om een beeld te krijgen van factoren die een rol spelen wordt er eerst dieper ingegaan op de miRs en myogenese. Tot slot worden miRs gepresenteerd die bij myogene regeneratie van belang zijn. Aangezien nog lang niet alles bekend is over miRs en er in de komende jaren alleen maar meer bijkomen is het  belangrijk de regeneratie in een breed perspectief te bekijken. 
MicroRNAs
MiRs zijn kleine RNA moleculen van ongeveer 22 nucleotiden lang die vallen onder de “niet-eiwit-coderende” RNAs.  MiRs hebben een regulerende werking op de gentranscriptie, ook wel  “fine-tuning” van de eiwitexpressie genoemd. 
Productie van miRs…………………………..
MiRs worden gevormd tijdens de gentranscriptie van het gen waarop ze zich bevinden. Na de gentransriptie wordt pre-mRNA omgezet in mRNA door middel van een spliceosoom. Intronen worden verwijderd en exonen worden samengevoegd. Niet alleen coderende genen worden op deze manier vertaald, maar ook delen van genen die niet coderen voor een eiwit, waaronder de miRs.  MiRs bevinden zich meestal op de intronen van een gen (soms op exonen) en worden tegelijkertijd afgelezen met het gen.  De promoter van het gen wordt op deze manier gedeeld met het miR, wanneer de promotor wordt getriggerd, zal het miR ook worden produceerd, een proces wat miR biogenese wordt genoemd (Shomrom et al., 2009). 

Vijf stappen in miR biogenese
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[image: image2.emf]Het proces waarin miRs worden geproduceerd kent vijf stappen en is schematisch weergegeven in figuur 1.  In de eerste stap wordt een primair miR molecuul, pri-miR gevormd door RNA polymerase II uit pre-mRNA(voorloper van mRNA). Deze pri-miR wordt gekarakteriseerd door een hairpin RNA structuur en heeft een lengte van 600 tot 1000 nucelotides. In de tweede stap wordt de hairpin door het nucleair RNA-ase enzym Drosha en co-factor DGCR8 verkort tot ongeveer 70 nucleotiden, genaamd pre-miR. Afhankelijk van de afkomst van het miR, uit een exon of intron wordt respectievelijk Drosha of een spliceosoom gebruikt voor deze tweede stap. Na deze tweede  verkorting wordt het pre-miR uit de nucleus getransporteerd, wat de derde stap vormt in de biogenese. Dit transport wordt gemedieërd door Ran-GTP en Exportin 5. De vierde stap vindt plaats in het cytoplasma door middel van een RNA-ase III Dicer. Dicer splitst de twee complementaire strengen, waaruit het pre-miR is opgebouwd, om zo miR te vormen. Eén van de strengen wordt onderdeel van een ribonucleair partikel(RNP) wat een “RNA induced silencing complex” (RISC) vormt en de vijfde stap is in de biogenese(Lin et al., 2006, Shomrom et al., 2009, Callis et al., 2008). 
Functie van microRNAs in het algemeen
MiRs kunnen op twee manieren invloed hebben op de genexpressie. MiRs kunnen eiwitsynthese tegengaan door het vormen van een RISC en miRs kunnen mRNAs knippen/degraderen. De herkenning van het miR target  gaat via de “seed”, de tweede tot en met de achtste nucleotide aan het 5’einde van het miR. Deze “seed” bindt via Watson-Crick paring aan het 3’UTR van mRNA, genaamd “seed site”. De binding tussen “seed” en “seedsite” hoeft niet perfect te zijn, de RISC kan kleine verkeerde combinaties tolereren. Hierdoor is het tevens moeilijk om een miR doel te voorspellen omdat miRs aan veel verschillende mRNAs zouden kunnen binden(Lin et al., 2006, Shomrom et al., 2009, Callis et al., 2008).
Blokkeren van de eiwitsynthese door  “RNA Induced Silencing Comlpex”……………
Na de miR biogenese kan er door middel van miRs “fine tuning” plaatsvinden van de mRNA transcriptie. Wanneer een miR in een RISC is ingebouwd, wordt het naar het  complementaire mRNA gebracht. Tijdens de translatie van gentranscripten kunnen miRs een blokkerende werking hebben op de initiatie, verlenging en terminatie van de translatie. Het meeste is bekend over het effect van miRs op de initiatie van de translatie. De op miR gebaseerde translatie onderdrukking hangt af van de aanwezigheid van een m7G-cap structuur op het mRNA molecuul, beschreven door Kirikidou et al., 2007. Ago-eiwitten, één van de kern componenten van de RISC, hebben een structuur waar de m7G-cap aan kan binden. Door de binding van RISC aan m7G-cap en daarmee aan het mRNA wordt, in de meeste gevallen de binding van translatie initiatoren op diezelfde plek tegengegaan. Wat tot gevolg heeft dat er geen translatie kan plaatsvinden. MiRs kunnen slechts gedeeltelijk de translatie blokkeren; er is geen absolute blokkade op de gentranscriptie. 
MRNA degradatie…………………………………….
Het eiwit wat verantwoordelijk lijkt te zijn voor het mRNA degradatie is GW182, een eiwit dat interactie aan gaat met RISC en is een component van processing-bodies, P-bodies. P-bodies zijn gespecialiseerde cellulaire componenten die betrokken zijn bij mRNA degradatie en mRNA opslag. P-bodies bestaan uit veel verschillende eiwitten, elk essentieel voor het degraderen van mRNA(Nagel, 2008, Zhao et al., 2005).
Myogenese
Om een indruk te krijgen van hoe spierweefsel ontstaat en hoe we dit proces kunnen beïnvloeden kan er in de eerste plaats gekeken worden naar de embryonale spiergroei. Daarnaast bevinden zich in de spieren voorlopercellen, satelliet cellen, die zich kunnen differentiëren in skeletspiercellen en de basis zijn van de postnatale myogenese. Tevens is het van belang om de verschillende stappen in de myogenese te begrijpen, zodat duidelijk wordt op welke niveaus kan worden ingegrepen. 
Embryonale myogenese………………………..
Tijdens de embryonale fase worden skeletspieren gevormd uit voorlopercellen. Daarvoor migreren deze voorlopercellen naar de ledematenkiem. Specificering naar de myogene cellijn vereist een upregulatie van MyoD en Myf5. MyoD en Myf5 zijn transcriptie activators en behoren tot de myogene regulatiefacoren familie, MRF. Cellen die MyoD en Myf5 positief zijn worden myoblasten genoemd. Myoblasten differentiëren tot myocyten die Myogenin en MRF4 tot expressie brengen. Tot slot fuseren de mononucleaire monocyten om een multinucleair geheel te vormen, wat een contractiele spiervezel vormt. Tijdens de spierontwikkeling is er een deel myoblasten wat zich niet differentieert, maar geassocieerd blijft met het oppervlak van de ontwikkelende spiervezel. Dit deel van de myoblasten worden SCs, die een regenererende functie hebben in de postnatale myogenese (Chargé et al., 2004). 

Postnatale Myogenese…………………………...
Postnatale myogenese wordt in werking gezet door een vorm van schade aan het spierweefsel, wat uiteenlopende oorzaken kan hebben. In het spierweefsel, net tussen de basale lamina en het sacrolemma liggen de SCs. De SCs zitten zo dicht tegen het sacrolemma aan dat de basale lamina de spiervezel en de SC omringt. SCs zijn mitotisch niet actief. In respons op stress of andere stimuli kunnen de SCs worden geactiveerd en vindt er proliferatie en differentiatie plaats (Sassoon et al., 2004). Wat de precieze aanleidingen zijn tot de activatie van SCs is nog onbekend. Activatie van satellietcellen en fusie ervan zijn de belangrijkste stappen in de postnatale myogenese. 
	Transcriptie factoren
	Expressie mitotisch-niet actief
	Expressie prolifererend

	Pax7
	+
	+

	Myf5
	+/-
	+

	MyoD
	-
	+

	Monocyt nucleaire factor
	+
	+

	Myostatine
	+
	+/-

	Interferon regulatie factor II
	+
	+


.

Tabel 1 (Chargé et al., 2004) Myogene transcriptie factoren van SCs

Satellietcellen 
SCs zijn een populatie van ongedifferentieërde mononucleaire myogene cellen. Aangezien satellietcellen in rust mitotisch niet-actief zijn, zijn ze morfologisch te onderscheiden door een verhoogde hoeveelheid heterochromatine, verlaagde hoeveelheid organellen en de in verhouding grote kern. In een  satellietcel die in rust is, bevinden zich verschillende transcriptie factoren en celoppervlakte markers die een rol spelen in de activatie en functie (Chargé et al., 2004). De transcriptie factoren die aanwezig zijn bij SCs in rust en geactiveerde SCs, zijn weergegeven in tabel 1.  SCs zijn aanwezig in alle skeletspieren. Het aantal satellietcellen in het lichaam loopt terug naarmate de leeftijd stijgt. Het gen wat specifiek door wordt afgeschreven door een gekweekte SC populatie is Pax7, zowel door SCs in rust als door geactiveerd SCs. Pax7 bevindt zich op alle SCs en is belangrijk voor de postnatale handhaving en zelfvernieuwing van de SCs (Le Grand et al., 2007). Zonder Pax7 vindt er celdood plaats. Naast Pax7 brengen SCs ook Pax3 tot expressie. Pax3 en Pax7 spelen vergelijkbare rollen in de activatie van myogene genen. 
Stappen in Myogenese

De activatie van SCs is de eerste stap in myogenese, gevolgd door  fusie van myoblasten waardoor myotubes ontstaan.
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Activatie satellietcellen (proliferatie)
Wanneer er in het lichaam spierregeneratie nodig is in antwoord op schade, verlaten SCs de rustfase en begint de proliferatie. Na een aantal proliferatie rondes gaat het grootste deel van de SCs fuseren om nieuwe spiervezels te vormen. De rest van de SCs gaat terug in mitotische rust. Satellietcel activatie vindt niet alleen plaats op de plek van schade; schade aan een kant van de spiervezel activeert SCs langs de gehele spiervezel, die vervolgens migreren naar de plek waar regeneratie nodig is. Het proces van SC activatie en embryonale spiergroei lijken erg op elkaar. Vooral de werking van MRFs vindt in beide op een vergelijkbare manier plaats. Samen met de expressie van Pax-genen bepalen MRFs de myogene potentiaal van SCs (Le Grand et al., 2007). 
Geactiveerde SCs worden vaak MPCs genoemd of volwassen myoblasten. Op moleculair niveau wordt de activatie van SCs gekarakteriseerd door een snelle upregulatie van twee MRFs; MyoD en Myf5. MyoD upregulatie vindt plaats in de eerste twaalf uur na activatie. Daaropvolgend vindt co-expressie plaats van MyoD en Myf5, de belangrijkste transcriptie factoren van de myogenese. 

Fusie van myoblasten (differentiatie)
Semi-stabiele intercellulaire junction-structuren die cel-cel adhesie mogelijk maken en invloed hebben op intracellulaire cytoskelet architectuur, spelen een belangrijke rol in de fusie van myoblasten. Cadherines, transmembrane eiwitten die bemiddelen in calcium afhankelijk cel-cel contact, zijn de junction structuren die hier voornamelijk verantwoordelijk voor zijn. M-cadherine expressie in SCs is tijdens spierschade verhoogd, wat een rol suggereert in het herstelproces. De rol van M-cadherine is echter nog niet duidelijk. Hoewel MyoD negatieve muizen een verlaagde expressie van M-cadherine laten zien, wordt er bij M-cadherine negatieve muizen geen groot ontwikkelings defect waargenomen. Dit laatste effect zou eventueel verklaard kunnen worden door compensatoire mechanismen, dus valt niet te zeggen of M-cadherine een essntiële functie heeft (Chargé et al., 2004). 
Wanneer SCs tot differentiatie overgaan, verliezen de myoblasten Pax7, Pax3 en Myf5. De mononucleaire myocyten gaan op één lijn liggen en fuseren tot meerkernige myotubes. MRF4 is dan nodig om te zorgen voor de hypertrofie van de myotubes (Le Grand et al., 2007). 
Rol van transcriptiefactoren op myogenese en de toepassing van miRs in de regeneratie van spiercellen in vitro 
MiRs kunnen invloed uitoefenen op de uiteindelijke eiwitexpressie van cellen (Saito et al., 2010, Callis et al., 2008). Ook in satellietcellen die worden geactiveerd tijdens het herstel van spierschade. Belangrijk voor de regeneratie van spierweefsel is dat de SCs zich gaan prolifereren. Tevens moeten de SCs differentiëren; fuseren tot myotubes. Deze proliferatie en differentiatie worden grotendeels gereguleerd door transcriptiefactoren.
	Factoren die invloed hebben op de myogenese

	Factor
	Rol

	Pax3
	Anti-apoptose/ remmen differentiatie

	Pax7
	activatie/ anti-apoptose

	Myf5
	myoblast amplificatie

	MyoD
	myoblast activatie

	Myostatine
	myoblast proliferatie remmen

	Interferon Regulatie Factor II
	adhesie vasculaire cellen

	M-cadherine
	adhesie 

	IGF-I
	myogene cell overleving


 MiRs kunnen een regulerende functie hebben op transcriptiefactoren. MiRs die een specifieke rol hebben in myogenese worden ook wel myomiRs genoemd. Hieronder wordt een beschrijving gegeven van transcriptie factoren die invloed hebben op de myogenese. Tevens worden enkele myomiRs beschreven die de proliferatie en differentiatie van satellietcellen in vitro kunnen beïnvloeden.

MRFs (Myogene regulatie factoren)
De myogene regulatie factoren hebben en belangrijke rol in de myogenese. De MRFs behoren tot de  “basic helix-loop-helix” transciptiefactoren familie, hieronder vallen: Myf5, MyoD, Myogenine en Mrf4(Sabourin et al., 2000). Mitotisch inactieve satellietcellen lijken geen MRFs uit te drukken. Na activatie van de satellietcel reguleren MRFs de myogenese(Chargé et al., 2003).
Tabel 1 Factoren die een rol spelen in de myogenese. 

Myf5
Tijdens de initiële fase van de myogenese zijn de levels Myf5 het hoogst. Wat impliceert dat Myf5 een rol speelt in de initiatie van het myogene proces.  Myf5 lijkt een zelfvernieuwende werking te hebben op de geactiveerd satellietcel, ofwel myoblast (Sabourin et al., 2000). Volwassen muizen die Myf5 deficiënt zijn, vertonen verstoorde spierregeneratie (Gayroud- Morel et al., 2007). In deze muizen is tevens vertraagde myogene differentiatie waargenomen. Myf5 lijkt een belangrijke regulator te zijn van de myogenese en spier homeostase. De precieze werkingswijze van Myf5 tijdens de myogenese wordt echter nog niet geheel begrepen.  
MyoD
Tijdens de activatie van SCs neemt de MyoD expressie in de eerste 12 uur sterk toe. De rol van MyoD tijdens de spierregeneratie bestaat uit het stoppen van de celcyclus en aanzetten tot differentiatie van de sattelietcel. Myogenine zorgt daarna voor de termintatie van de differentiatie; zet aan tot fusie van myoblasten tot myotubes. 

Myf5 en MyoD worden in de initiatiefase vaak tegelijkertijd afgeschreven. Muizen die zowel Myf5 als MyoD negatief zijn, kunnen geen myoblasten vormen en wordten gekarakteriseerd door een totale absentie van skeletspieren op het moment van geboorte. 
Myostatine
Myostatine maakt onderdeel uit  van de TGF-β superfamilie en is een negatieve regulator van skeletspiermassa (Miyake et al., 2007). Myostatine negatieve muizen hebben vergrootte spiervezels en een verhoogd aantal spiervezels. Vele onderzoeken onderstrepen de remmende functie van Myostatine. Verdiepend onderzoek is nodig om de preciese werking van Myostatine aan het licht te krijgen. 
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Rol van paxgenen……………………….. 
“Paired box genen” ook wel Pax genen genoemd, is een groep  weefselspecifieke transcriptiefactoren die gekaraketiseerd worden door de aanwezigheid van een gedeeld domein. Een paar daarvan zijn ook belangrijk tijdens de myogenese; Pax3 en Pax7. Pax3 en Pax7 zijn genen van satellietcellen en reguleren hun gedrag via Myf5 en MyoD wat directe targets zijn van Pax3 en Pax7(Buckingham et al., 2007, Crist et al., 2009, Chargé et al., 2004). Na binding van Pax3/7 aan Myf5 en MyoD kunnen myoblasten prolifereren en na activatie door Myogenine differentiëren in myotubes. Pax3/7 reguleren de start van het myogene programma door activatie van MyoD. 

Pax3 
Tijdens de embryonale myogenese is Pax3 nodig voor de handhaving van satellietcellen en de migratie naar plekken waar myogenese moet plaatsvinden. Pax3 lijkt de myogene differentiatie van myoblasten in vitro te remmen (Epstein et al., 1995). Daarom kan  kwantitatieve “ fine tuning” van Pax3 belangrijk zijn voor in vitro studies.  
De “fine tuning” van Pax3 zou mogelijk gedaan kunnen worden door miR27b (Crist et al., 2009). MiR 27b heeft een regulerende functie op Pax3 eiwit levels, hieronder verder beschreven. De downregulatie van Pax3 garandeert snelle en goede overgang naar het myogene differentiatie programma. 
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Rol van Pax7………………………………………
Pax7 wordt specifiek afgeschreven door SCs in spierweefsel en zowel door SCs in rust, als geactiveerde SCs. In gekweekte SCs is de Pax7 genexpressie hoog. Het aantal Pax7 positieve cellen in een spier stijgt wanneer er regeneratie plaatsvindt in de spier. Centraal gelegen kernen in de nieuwe gevormde spiervezels wordt geassocieerd met Pax7.  Aan Pax7 wordt tevens een anti-apoptotische rol toegeschreven (Gayraud-Morel et al., 2007). Dit alles geeft aan dat Pax7 een essentiële rol speelt in de postnatale myogenese. Wat deze rol precies inhoudt en welke moleculaire routes door Pax7 worden aangestuurd is nog niet bekend. Pax7 zorgt ervoor dat de cel deel uit maakt van de  myogene cellijn door het sturen van de activatie en differentiatie van satellietcellen. Activatie van SCs gaat gepaard met een toename van MyoD en Myf5 expressie, wat leidt tot een downregulatie van Pax7, activatie van Myogenine en de formatie van spiervezels. Tijdens de proliferatie is Pax7 in mindere mate aanwezig. Pax7 mutante muizen, kunnen geen postnatale myogenese volbrengen, aangezien de cellen niet in staat zijn myoblasten te vormen. SCs kunnen niet worden geactiveerd. Tevens neemt het aantal SCs snel af door apoptose. 

MyomiRs

Hieronder zal van de bekendste myomiRs een korte uitleg worden gegeven over de werking ervan tijdens de myogenese. 
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MiR-1 en miR-133…………………….
MiR-1 en 133a worden in de literatuur meerdere keren verband gebracht met myogene proliferatie en differentiatie. MiR-1 bevindt zich op dezelfde chromosomale loci  als miR-133a en wordt dan ook samen afgeschreven op een weefselspecifieke wijze tijdens de embryonale myogenese. De expressie van zowel miR-1 als miR-133a wordt tijdens de differentiatie geupreguleerd (Chen et al.,2006, Marneth et al.,2009). 
In Chen et al., (2006) wordt een moleculair mechanisme voorgesteld waarin de weefselspecifieke expressie van miR-1 en miR-133 wordt gereguleerd door Serum Respons Factor(SRF) en HDAC4 (histonedeacetylase). SRF, MyoD en MEF2(myocyte enhancer factor)  zijn directe regulatoren van skeletspier differentiatie door het miR-1 te activeren(Zhao et al., 2005). SRF, MyoD en MEF2 zorgen tijdens de embryonale ontwikkeling  ook voor de expressie van miR-1 en miR-133(Zhao et al., 2005). Dit brengt een potentiele rol aan het licht voor de in vitro  spierregeneratie. Overexpressie van miR-1 in C2C12 myoblasten heeft afname van endogene HDAC4 eiwitexpressie tot gevolg in prolifererende en differentierende cellen (Chen et al. 2006). Overexpressie van miR-133 heeft een afname van SRF levels tot gevolg.  De expressie van miR-1 en miR-133 wordt negatief gereguleerd door respectievelijke HDAC4 en SRF levels. Afname van HDAC4 en SRF expressie gaat gepaard  met een toename in de expressie van miR-1 en miR-133(Chen et al. 2006). 
MicroRNA-206

MiR-206 wordt hoog tot expressie gebracht in nieuw gevormde spiervezels (Yuasa et al.,2008). Het gen voor miR-206 bevindt zich bij de mens op het zesde chromosoom (mirbase.org). De expressie van miR-206  lijkt te worden geïnduceerd door MyoD (Rosenberg et al., 2008). Van miR-206 is bekend dat het meerdere targets heeft. Zo wordt er een rol  toegeschreven in de Conexxine-43 expressie tijdens spierontwikkeling (Anderson et al., 2006).  Tijdens de embryonale myogenes is de communicatie tussen de verschillende cellen erg omvangrijk. Deze communicatie vindt plaats via gapjunctions die voornamelijk zijn opgebouwd uit Connexine-43. In reactie op schade in vivo wordt Connexine-43 snel geupreguleerd (Gorbe et al., 2005). Functionele gapjuntions koppelen de prolifererende satellietcellen.  Door deze koppeling zijn de myoblasten tegelijkertijd toe aan fusie tot een myotube. Hoge levels Connexine-43 blijven bestaan tot na de fusie. MiR-206 heeft een regulerende functie op Connexine-43; na de initiatie van myoblastfusie in vitro (Gorbe et al., 2005) wordt het eiwit Connexine-43 gedownreguleerd. MiR-206 zorgt voor een downregulatie van de Connexine43 expressie, waardoor het aantal door Connexine43 geinduceerde gap-junctions afneemt. Kim et al. schrijft in 2006 een andere rol toe aan miR-206; naast vele andere target mRNAs van miR-206 is het effect op DNA polymeraseα onderzocht. Dit onderzoek onderstreept de functie van miR-206, namelijk versterking van de differentiatie. MiR-206 lijkt een downregulatie te veroorzaken van DNA polymerase α, waardoor DNA synthese verminderd wordt. Mir-206 bindt aan de p180 subunit mRNA van  DNA polymerase α. Na binding aan het mRNA zorgt miR-206 voor verval van het mRNA, waardoor het p180 subunit van DNA polymerase niet gevormd kan worden en er dus geen DNA synthese kan plaatsvinden. Afname van DNA synthese is een belangrijke stap in de differentiatie, omdat dan de proliferatie wordt tegengehouden. Zoals hierboven beschreven heeft miR-206 een remmende werking op proliferatie van SCs en een stimulerende werking op de differentiatie, zoals weergegeven in figuur 4. 
Figuur 4 Schematisch overzicht van de werking van miR-206. Enerzijds wordt de proliferatie geremd, anderzijds wordt de differentiatie bevorderd.
Vooruitzicht met overige miRs
Naast onderzoek naar de hierboven beschreven myomiRs, zijn er genoeg microRNAs die een rol zouden kunnen spelen voor de myogenese. Hieronder wordt van een aantal miRs een korte beschrijving gegeven van hun mogelijke toepassing in de spierregeneratie. 

MiR-222
miR-222 expressie is omgekeerd evenredig  met p27 expressie (Cardinali et al., 2009). P27 is een direct target van zowel miR-222 als miR-221.  P27 is een cyclin-dependent kinase inhibitors, CDKI, die de celcycus stopt. MiR-222 wordt tijdens differentiatie gedownreguleerd in alle myogene cellen, waardoor P27 niet langer geremd wordt en de celcylcus wordt geremd en differentatie mogelijk wordt. Verandering  in miR-222 expressie leidt tot defecten in de overgang van myoblast naar myocyt (activatie naar differentiatie) en de samenkomst van sacromeren in myotubes. 
MiR-27b
Crist et al., beschrijft in 2009 de rol van miR-27b in de myogenese: MiR-27b wordt gevonden in differentiërend skeletspierweefsel tijdens zowel de embryogenese als de postnatale myogenese. In vivo overexpressie van miR-27b heeft in een transgene Pax-positieve muis downregulatie van Pax3 tot gevolg. MiR-27b kan direct binden aan het 3’ UTR van Pax3 mRNA. Het hinderen van de miR-27b functie resulteert in continuering van Pax3 expressie, wat leidt tot meer proliferatie en een vertraging in de differentiatie.  MiR-27b heeft dus een regulerende funtie op Pax3 eiwit levels. De downregulatie van Pax3 garandeerd snelle en goede overgang naar het myogene differentiatie programma.

Figuur 6 Schematische weergave van de werking van miR-27b.  MiR-27 remt Pax3. Pax3 zorgt normaliter voor de handhaving van de SC populatie en de migratie naar de plek van schade. Door remmen van Pax3 krijgt de cel de mogelijkheid om te differentiëren. 
MiR26a
De targets van miR-26a zijn voorspeld; Enhancer of Zeste Homolog 2 (Ezh2) en EPH receptor A2 (Epha2). 
De rol van Epha2 in myogenese in nog niet bekend. Ezh2 is een negatieve regulator van spierregeneratie en wordt dan ook gedownreguleerd tijdens myogenese. MiR-26 downreguleert Ezh2. Het remmen van Ezh2 mRNA translatie heeft een positief effect op de myogenese. Overexpressie van miR-26a resulteert in een toename van het aantal myotubes na twee dagen, wat een mogelijke versnelling kan zijn van de myogenese (Wong et al., 2008).

Conclusie
Het antwoord op de vraag: “Welke rol zouden miRs kunnen spelen voor de in vitro regeneratie van skeletspierweefsel?”, is niet een eenduidig antwoord te geven. Wat duidelijk geworden is, is dat miR-1, miR133 en miR-206 tot nu toe het meest onderzocht zijn en dus voor onderzoek en toepassing de meeste potentie hebben. Voor het in vitro regenereren van skeletspierweefsel zijn ten eerste satellietcellen nodig die willen prolifereren.  Voor het sturen van de proliferatie zijn nog geen miRs aan het licht gekomen. Een potentiele rol voor miRs in het stimuleren van de proliferatie ligt in het stimuleren van de celcyclus, bijvoorbeeld middels Pax3 en DNA polymerase α stimulatie. Aangezien miRs alleen een inhiberende functie kunnen hebben op de gentranscriptie moet er gezocht worden naar factoren die Pax3 remmen. Er is helaas nog niet genoeg bekend over Pax3 dan wel miRs om dat hier te kunnen beschrijven. 

Na de proliferatie moeten de cellen fuseren tot myotubes.  Voor de in vitro differentiatie van satellietcellen zijn er meerdere miRs die een positieve invloed zouden kunnen uitoefenen; miR-206, miR-222, miR-27b, miR-26a. Deze miRs zetten een rem op de proliferatie waardoor differentiatie mogelijk wordt. 
In antwoord op de onderzoeksvraag van deze scriptie zou er met zekerheid gezegd kunnen worden dat de rol die miRs spelen tijdens regeneratie van skeletspierweefsel groot is. Vooral als er gebruik gemaat wordt van transfectie technieken waarin miRs direct de satellietcellen in kunnen worden gebracht om hun functe uit te oefenen. Dit is dan ook een doel voor onderzoek wat ingaat op in vitro skeletspierregeneratie. 
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Figuur � SEQ Figure \* ARABIC �1� Schematische weergave van de miR biogenese en miR functie (Chen et al., 2005).�MiRs worden tegelijkertijd afgeschreven met het gen waarop ze zich bevinden. Het RNA-ase enzym Drosha en co-factor DGCR8 zorgen voor verkorting van het pri-microRNA. Vervolgens zorgt Exportin 5 voor het transport naar het cytolasma, waar Dicer zorgt voor de uiteindelijke actieve vorm van het miR. �Via een RISC kan het miR binden aan het target mRNA en zo zorgen voor “gene-silencing”. 








MyoD zorgt voor stop in de celcyclus, daarmee voor  initiatie van differentiatie.  �Myf5 zorgt voor myoblast proliferatie.�Myf5 én MyoD inactivatie leidt tot totale afwezigheid van skeletspieren. �Myogenine zet aan tot fusie van myoblasten tot myotubes(differentiatie).�Myostatine is een negatieve regulator van myogene differentiatie











Figuur � SEQ Figure \* ARABIC �3�(Chen et al., 2006) miR-1 kan HDAC4 remmen, waardoor MEF2 en MyoD beter tot expressie komen en myogene differentiatie kan plaatsvinden. miR-133 kan SRF remmen waardoor proliferatie kan plaatsvinden. 





Figure � SEQ Figure \* ARABIC �2� (Le Grand et al., 2007) Schematisch overizicht van de post-natale myogenese. SCs worden geactiveerd, waarna ze Pax-genen en MRFs gaan uitscheiden. MyoD zorgt voor een stop in de celcyslus waardoor differentiatie kan plaatsvinden. 





Figuur 5 Schematische weergave van de werking van miR-222. Door het remmen van de celcyclus wordt differentiatie mogelijk gemaakt. 





Figuur 7 Schematische weergave van de werking van miR-26a. MiR-26a remt Enhancer of Zeste Homolog 2 (Ezh2) waardoor myogenese niet langer meer wordt geremd.
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