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ORIGINAL

Gene expression of growth factor BMP15, GDF9, FGF2
and their receptors in bovine follicular cells
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ABSTRACT

Objective. Evaluate mRNA expression of GDF9, BMP15, FGF2 and their main receptors, transforming
growth factor beta receptor 1 (TGFB-R1), bone morphogenetic protein receptor, type IB (BMPR-IB) and
fibroblast growth factor receptor 2 (FGFRZ2) in bovine follicular cells. Materials and methods. Total RNA
was isolated from pooled samples of oocytes (OOs), cumulus cells (CCs) of cumulus oocyte complexes
(COCs) and follicular cell pellets (PCs) of 70 ovaries obtained from 96 beef heifers, collected at a local
abattoir. The expression pattern of growth factors and their receptors in follicular bovine cells was evaluated
by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Results. The mRNA transcripts encoding
GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB and FGFR2 genes were detected, by RT-PCR, in all studied cells.
This is the first time that the expression of TGFB-R1 and BMPR-IB receptors is reported in bovine oocytes.
Conclusions. The presence of growth factors and receptor transcripts in the studied cells indicate that
these factors could act as paracrine and autocrine regulators of folliculogenesis.

Keywords: Oocyte; granulosa cells; growth factors; PCR; bovine (Source: AGROVOC).

RESUMEN

Objetivo. Evaluar la expresién de los factores de crecimiento GDF9, BMP15, FGF2 y sus principales
receptores: el receptor 1 del factor de crecimiento transformante beta (TGFB-R1), el receptor de la
proteina morfogénica del hueso tipo IB (BMPR-IB) y el receptor del factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGFR2) en células foliculares bovinas. Materiales y métodos. Se realizd la extraccion de ARN total de
pooles de ovocitos (00s) y células del cumulus (CCs) de complejos cumulus-ovocito (COCs) y del pellet
de células foliculares (PCs) provenientes de 70 ovarios obtenidos de 96 vaquillonas para carne, colectados
en un frigorifico local. Los patrones de expresion de los factores de crecimiento y sus receptores en las
células foliculares bovinas fueron evaluados por retro-transcripciéon seguida de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Resultados. La presencia de los transcriptos de ARNm de los genes GDF9, BMP15,
FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB y FGFR2 fue detectada por RT-PCR en todas las células estudiadas. Es la primera
vez que se reporta en ovocitos bovinos la expresion de los receptores TGFB-R1 y BMPR-IB. Conclusiones.
La presencia de transcriptos de factores de crecimiento y sus receptores en las células estudiadas, indica
que estos factores podrian actuar como reguladores paracrinos y autocrinos de la foliculogénesis.

Palabras claves: Ovocitos; células de la granulosa; factores de crecimiento; PCR; bovinos (Fuente: AGROVOC).
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INTRODUCTION

The potential of an oocyte to develop into a viable
embryo depends on the accumulation of mRNA or
imprinted genes during the process of oogenesis.
Thus there is a general agreement that the
development competence of oocyte could be
related to an abundance of a specific RNA
transcript pool that is accumulated during oocyte
growth and at final phases of folliculogenesis (1)
, favoring fertilization, implantation and generate
healthy offspring. To clarify the importance of the
contribution of the oocyte to the embryo quality, it
is important to define more precisely the different
types of competence expressed by oocytes.
The ability to resume meiosis, to cleave upon
fertilization to develop into a blastocyst, to induce
pregnancy and to generate an healthy offspring
are all separate events and succeeding in the first
events does not ensure the success of subsequent
ones. Furthermore, these events are associated
with the three types of maturation processes
observed in the oocyte: meiotic, cytoplasmic
and molecular. These abilities vary also upon
the type of follicle the oocytes is removed from.
Larger or slow-growing follicles have been shown
to foster better eggs than small or actively
growing follicles. Hormonal stimulation can also
affect oocyte competence with the nature of the
effect (positive or negative). Folliculogenesis
and follicle differentiation are processes that
culminate in ovulation, being mainly coordinated
by well-established endocrine mechanisms. This
processes are the result of cellular and molecular
transformations of the different structures that
form the follicle (2).

Members of the transforming growth factor
beta (TGFB) super family and the heparin
union growth factor family, are known to
be important regulators of proliferation and
differentiation of several types of cells (3).
The growth differentiation factor 9 (GDF9),
the bone morphogenetic protein 15 (BMP15),
members of the family of growth transforming
factor B (TGFB), and the basic fibroblast
growth factor (FGF2), member of the family of
heparin union growth factors with their main
receptors, have been involved in dominant follicle
selection, regulating important events such as
proliferation of granulosa cells, differentiation
and steroidogenesis (4,5). GDF9 and BMP15
generate signals through their specific receptors,
ie, transforming growth factor, beta receptor 1,
(TGFB-R1 or ALK5) and bone morphogenetic
protein receptor, type IB, (BMPR-IB or ALK®6),
respectively, whereas FGF2 factor binds primarily
to fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2)
(6,7).

INTRODUCCION

El potencial de un ovocito para convertirse en
un embridén viable depende de la acumulacién
de ARNmM o genes impresos durante el proceso
de oogénesis. Por lo tanto, existe un acuerdo
general de que la competencia de desarrollo
de ovocito podria estar relacionada con una
abundancia de un grupo de transcripcién de ARN
especifico que se acumula durante el crecimiento
de oocitos y en fases finales de foliculogénesis
(1), favoreciendo la fertilizacion, implantacion
y generacion de descendencia sana. Para
aclarar la importancia de la contribucién del
ovocito a la calidad del embridn, es importante
definir con mayor precision los diferentes tipos
de competencia expresados por los ovocitos.
La capacidad de reanudar la meiosis, de
adherirse a la fecundacién para convertirse en
un blastocisto, de inducir la prefiez y de generar
una descendencia sana, son todos eventos
separados y el éxito en los primeros eventos no
garantiza el éxito de los posteriores. Ademas,
estos eventos estan asociados con los tres tipos
de procesos de maduracion observados en el
ovocito: meidtico, citopldsmico y molecular.
Estas habilidades también varian segun el tipo
de foliculo del que se extraen los ovocitos. Se ha
demostrado que los foliculos mas grandes o de
crecimiento lento fomentan mejores évulos que
los foliculos pequefios o en crecimiento activo. La
estimulaciéon hormonal también puede afectar la
competencia de los ovocitos con la naturaleza del
efecto (positivo o negativo). La foliculogénesis y
la diferenciacion de los foliculos son procesos que
culminan en la ovulacién, estando principalmente
coordinados por mecanismos endocrinos bien
establecidos. Estos procesos son el resultado de
transformaciones celulares y moleculares de las
diferentes estructuras que forman el foliculo (2).

Los miembros de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) y de la familia del factor de
crecimiento de la union de la heparina son conocidos por
ser importantes reguladores de la proliferaciéon y
diferenciacién de varios tipos de células (3). El factor de
diferenciacion del crecimiento 9 (GDF9), la proteina
morfogenética dsea 15 (BMP15), miembros de la familia
del factor transformador del crecimiento B (TGFB), v el
factor de crecimiento basico de los fibroblastos (FGF2),
miembro de la familia de los factores de crecimiento de
la unién de la heparina con sus principales receptores,
han estado involucrados en la seleccion del foliculo
dominante, regulando eventos importantes como la
proliferacion, diferenciacién de las células de la granulosa
y la esteroideogénesis (4,5). E| GDF9 y el BMP15 generan
sefiales a través de sus receptores especificos, es decir,
el factor de crecimiento transformante, el receptor beta
1, (TGFB-R1 o ALKS5) y el receptor de proteina
morfogenética dsea, tipo IB, (BMPR-IB o ALK6),
respectivamente, mientras que el factor FGF2 se une
principalmente al receptor del factor de crecimiento de
los fibroblastos 2 (FGFR2) (6,7).
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The expression of GDF9, BMP15 and FGF2 have
been reported in rodents, sheep ‘s, buffalo and
humans in oocyte, cumulus cells and ganulosa
cells (4,5,8) and there is convincing evidence that
they are important for ovarian function. However,
there is little information about the expression
of these factors in cows. Since cattle have been
used for many purposes they are highly attractive
livestock animals from an economic point of
view. Therefore, it is desirable to improve the
knowledge about their reproductive physiology,
especially the control of ovarian folliculogenesis.
In order to explore the intracellular modulatory
system of GDF9, BMP15 and FGF2 in bovine
ovaries, the goal of present study was to
evaluate mRNA expression of GDF9, BMP15,
FGF2 and their main receptors, TGF3-R1, BMPR-
IB and FGFR2, by using reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR).

MATERIALS AND METHODS

Animals and follicular cells. Protocols used on
animal were applied according to the standards
and care described in the Official Journal of the
European Union (9). Healthy bovine ovaries
with normal morphology and no corpus luteum
were collected from 70 ovaries obtained from
96 slaughtered beef heifers, during November-
December 2015 and January-July 2016. The
ovaries were placed into PBS solution at 37°C
and delivered to the laboratory within 2 hours of
collection. The cumulus-oocyte complexes (COCs)
were recovered by manual aspiration of antral
follicles (£6 mm diameter) using 10 ml syringes
with 40 x 1.2 mm (18 G) needles, and pooled in
a sterile 50 mL conical bottom centrifuge tube
with PBS. The tubes were kept at 37°C for 15
min for the settlement of COCs. The sediment
was mixed with PBS and screened for COCs
under a stereozoom microscope. The aspirated
COCs were graded based on the morphological
appearance of the cumulus cell investments and
homogeneity of ooplasm as described by de Loos
et al (10). Pools of 30 COCs qualitatively good
(Grade 1 and Grade 2) were separated from the
cumulus cells by repeated pipetting and then
were recovered. Subsequently, three pools of 30
oocytes and three pools of cumulus cells, which
were separated from the 30 oocytes, were made.

The follicular liquid, was centrifuged at 12.000
x g for 10 min at 4°C, obtaining three pellet of
cells composed by granulosa cells and theca cells
(PCs). All samples were snap-frozen in liquid
Nitrogen and stored at -70°C until their analysis.

Extraction and purification of total RNA
on follicular cells and oocytes. Total RNA
was extracted from samples of follicular cells

La expresion de GDF9, BMP15 y FGF2 ha
sido reportada en roedores, ovejas, bufalos y
humanos en ovocitos, células del cumulus y de la
granulosa (4,5,8) y existe evidencia convincente
de que son importantes para la funcion ovarica.
Sin embargo, hay poca informacidon sobre la
expresion de estos factores en el ganado vacuno.
Dado que el ganado vacuno se ha utilizado
para muchos fines, es un animal muy atractivo
desde el punto de vista econdmico. Por lo tanto,
es deseable mejorar el conocimiento sobre su
fisiologia reproductiva, especialmente el control
de la foliculogénesis ovarica. Para explorar
el sistema modulador intracelular de GDF9,
BMP15 y FGF2 en ovarios bovinos, el objetivo
del presente estudio fue evaluar la expresion de
ARNmM de GDF9, BMP15, FGF2 y sus principales
receptores, TGFB-R1, BMPR-IB y FGFR2,
utilizando la transcripcion reversa seguida de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

MATERIALES Y METODOS

Animales y células foliculares. Los protocolos
utilizados con los animales se aplicaron de
acuerdo con las normas y los cuidados descritos
en el Diario Oficial de la Unidn Europea (9).
Se recolectaron ovarios bovinos sanos con
morfologia normal y sin cuerpo luteo de 70
ovarios obtenidos de 96 vaquillonas para carne
sacrificadas, durante los meses de noviembre-
diciembre de 2015 y enero-julio de 2016. Los
ovarios se colocaron en una solucién de PBS a
37°C y fueron trasladadas al laboratorio dentro
de las 2 horas de la recoleccion. Los complejos
cumulo ovocitos (COCs) se recuperaron mediante
aspiracion manual de foliculos antrales (£ 6 mm
de didmetro) utilizando jeringas de 10 ml con
agujas de 40 x 1.2 mm (18 G), y se colocaron
en un tubo de centrifuga estéril de fondo cénico
de 50 mL con PBS. Los tubos se mantuvieron a
37°C durante 15 minutos para la sedimentacion
de los COCs. El sedimento se mezclé con PBS y se
examinod para detectar COCs bajo un microscopio
estereoscopico. La clasificacion de los COCs
aspirados se basé en la apariencia morfoldgica
de las inversiones de los cimulos celulares y la
homogeneidad del ooplasma, segun lo descrito
por de Loos et al (10). Los grupos de 30 COCs
cualitativamente buenos (Grado 1 y Grado 2) se
separaron de las células del cimulo mediante
pipeteo repetido y luego se recuperaron.
Posteriormente, se formaron tres grupos de 30
ovocitos y tres grupos de cumulos celulares,
obtenidos de los 30 ovocitos.

El liquido folicular, se centrifugé a 12.000
X g durante 10 min a 4°C, obteniendo tres
sedimentos de células compuestas por células
granulosas y células de la teca (PCs). Todas
las muestras se congelaron rapidamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta
su analisis.
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following the Phenol-Chloroform method using
TriReagent® (Sigma) according to manufacturer
instructions. Briefly, samples were homogenized
with 250 pl TriReagent®, then 50 pl chloroform
was added and merged for 15 sec followed by
centrifugation at 12.000 x g for 15 min at 4°C.
The upper aqueous phase, containing RNA, was
transferred to a new tube and isopropanol was
added. Samples were kept at room temperature
for 10 min and centrifuged at 12.000 x g for
10 min at 4 °C. Supernatant was removed and
RNA pellet was washed with ethanol 75% and
centrifuged at 7.500 x g for 5 min at 4°C. Total
RNA samples were suspended on ribonucleases-
free H,0 and concentration and integrity of RNA
were assessed by absorbance at 260 nm utilizing
NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Scientific, U.S.A), and electrophoresis
on Sybr Green stained agarose gels (Biotium).
Prior to cDNA synthesis, DNase (AMPD1- Sigma)
treatment was applied. Reverse transcription
was performed using SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Every 20 pL of
reaction contained 1 pl of Oligo dT (50 uM), 1l
of dNTPs, 4 pl of 5X First Strand Buffer, 1 ul of
0.1 M DTT, 40 units of RNAsin (Genbiotech), 200
units of SuperScriptlII reverse transcriptase, a
volume of RNA (1.200 ng), and nuclease-free
water to complete the final volume. The mixture
was held 1 h at 50°C and 15 min at 70°C prior
to cooling on ice. Finally, samples were stored
at -700°cC till their subsequent analysis.

Primer design. Taking into account the
sequences recently published by the National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
and the data base of the bovine genome
sequence, specific primers were designed in
order to amplify bovine gene coding regions
GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB and
FGFR2 using the online software Primer-
BLAST and Integrated DNA Technologies (IDT)
(Table 1). Additionally, the quality and purity
of samples used was determined with specific
primers GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), for oocyte (ZAR1: zygote
arrest-1), granulosa cells (CYP19A1: cytochrome
P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1) and
theca cells (CYP17A1: cytochrome P450, family
17, subfamily A, polypeptide 1) as suggested
Hatzirodos et al (11) (Table 1).

Amplificaction by PCR. PCR reactions were
performed by triplicate using cDNA of both
follicular cells and oocytes. For this, mixtures
containing 10 pM of each primer, 0.2 mM of each
dNTP, 1 unit of Tag DNA polimerase (Genbiotech)
and buffer solution of 10 X reaction (Tris-HCI 10
mM; KCI 50 mM; Triton X-100 0.1%; MgCl, 2 mM,

Extraccion y purificacion del ARN total en
células foliculares y ovocitos. El ARN total
se extrajo de muestras de células foliculares
siguiendo el método de Fenol-Cloroformo
utilizando TriReagent® (Sigma) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Brevemente,
las muestras se homogeneizaron con 250 pl
de TriReagent®, luego se afiadieron 50 pl de
cloroformo y se mezclaron durante 15 segundos,
seguido de una centrifugacién a 12.000 x g
durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa
superior, que contiene ARN, se transfirié a un
nuevo tubo y se afiadié isopropanol. Las muestras
se mantuvieron a temperatura ambiente durante
10 minutos y se centrifugaron a 12.000 x
g durante 10 minutos a 4 °C. Se elimind el
sobrenadante y el sedimento de ARN se lavé con
etanol al 75% y se centrifugé a 7.500 x g durante
5 minutos a 4°C. Las muestras de ARN total
fueron suspendidas en H20 libre de ribonucleasas
y la concentracion e integridad de ARN fueron
evaluadas por absorbancia a 260 nm utilizando
el espectrofotometro NanoDrop 2000c UV-Vis
(Thermo Scientific, EE.UU.), y electroforesis en
geles de agarosa tefiidos Sybr Green (Biotium).
Antes de la sintesis de ADN complementario
(ADNc), se realizé un tratamiento con DNasa
(AMPD1- Sigma). La transcripcién inversa
se realizd utilizando SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Cada 20 pL de
reaccion se agregaron 1 pl de Oligo dT (50 uM),
1 pl de dNTPs, 4 ul de 5X First Strand Buffer,
1 pyl de 0.1 M DTT, 40 unidades de RNAsin
(Genbiotech), 200 unidades de transcriptasa
reversa, un volumen de RNA (1.200 ng), y agua
libre de nucleasasas para completar el volumen
final. La mezcla se mantuvo 1 ha 50°Cy 15 min
a 70°C antes de enfriarla en hielo. Finalmente,
las muestras se almacenaron a -70°C hasta su
posterior analisis.

Diseifio de cebadores. Teniendo en cuenta
las secuencias recientemente publicadas por el
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI) y la base de datos de la secuencia
del genoma bovino, se disefaron cebadores
especificos para amplificar las regiones
codificadoras de genes bovinos GDF9, BMP15,
FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB y FGFRZ2 utilizando
el software en linea Primer-BLAST y Integrated
DNA Technologies (IDT) (Tabla 1). Ademas, se
determind la calidad y pureza de las muestras
utilizadas, con cebadores especificos GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), para
ovocitos (ZAR1: detencion de cigoto-1), células
granulosas (CYP19A1: citocromo P450, familia
19, subfamilia A, polipéptido 1) y células teca
(CYP17A1: citocromo P450, familia 17, subfamilia
A, polipéptido 1), como se sugirié en el estudio
de Hatzirodos (11) (Tabla 1).
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Table 1. Oligonucleotide sequences used for reverse
transcriptase PCR assays (RT-PCR)

Assay name! Primers 2

GDF9 F: TGCACCTGTCTATGCCTTTG
R: AACATTTGGCCATGAGGAAG
A: 157; AN: XM_010807219.1
BMP15 F: TCAGGAAGAGGCTCCTCAAA
R: CCACCAGAACTCACGAACCT
A: 168; AN: NM_001031752.1
FGF2 F: AAGCGGCTGTACTGCAAGAA
R: GTAGTTTGATGTGTGGGTCGC
A: 100; AN: NM_174056.4
TGFB-R1 F: GATTCGGCCACGGATACAA
R: GTCGAGCTACTTCCCAGAATAC
A: 110; AN: NM_174621.2
BMPR-IB F: TTTGGGAGGTCGCTAGGAGA
R: GCCGCAGCTTCTTGATACAC
A: 132; AN: XM_005207720.2
FGFR2 F: ATGTCGCTTATCGAGCCACC
R: GCGTGGCACCTTTTATCTGC
A: 199; AN: XM_010820098.2
GAPDH F:AGATGGTGAAGGTCGGAGTG
R:GAAGGTCAATGAAGGTCA
A:117; AN: NM_001034034
CYP19A1 F: GTGTCCGAAGTTGTGCCTATT
R: GGAACCTGCAGTGGGAAATGA
A: 148; AN: NM_174305.1
CYP17A1 F: ACCATCAGAGAAGTGCTCCGAA
R: CCACAACGTCTGTGCCTTTGT
A: 115; AN: NM_174304.2
ZAR1 F: TGCCGAACATGCCAGAAG
R: TCACAGGATAGGCGTTTGC

A: 169; AN: NM_001076203

t Abbreviated mRNA transcript identifiers for GDF9: Growth differentiation
factor, BMP15: Bone morphogenetic protein 15, FGF2: Fibroblast growth
factor 2, TGFB-R1: Transforming growth factor, beta receptor 1, BMPR-IB:
Bone morphogenetic protein receptor, type 1B, FGFR2: Fibroblast growth
factor receptor 2, CYP19A1: cytochrome P450, family 19, subfamily A,
polypeptide 1, CYP17A1: cytochrome P450, family 17, ZAR1: zygote
arrest-1

2 Details of specific primers sets used: F: forward primer sequence (5 "to
37"), R reverse primer sequence (5 'to 3"), A: Amplicon length in base
pairs and AN: Accession Number.

pH: 9.0) in a 20 pl final volume. The amplification
program used consisted of a denaturation step at
94°C for 5 min followed by 40 amplification cycles
consisting of a denaturation step at 94°C for 20
sec, hybridization at 58°C for 30 sec, extension
at 72°C for 1 min and finally a period of 7 min at
72°C. No-template and no-reverse transcription
controls were included as negative controls
and to exclude genomic DNA contamination.
Specificity of PCR products was confirmed by
electrophoresis on agarose gel and sequencing.

Amplificacion por PCR. Las reacciones de
PCR se realizaron por triplicado utilizando ADNc
tanto de células foliculares como de ovocitos.
Para ello, mezclas que contengan 10 pM de
cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 1 unidad
de Tag DNA polimerasa (Genbiotech) y el buffer
de la enzima 10 X (Tris-HClI 10 mM; KCI 50
mM; Triton X-100 0.1%; MgCl, 2 mM, pH: 9,0)
en un volumen final de 20 pl. El programa de
amplificacion utilizado consistido en un paso de
desnaturalizacidon a 94°C durante 5 min, seguido
de 40 ciclos de amplificacién que consistieron en
un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 20
seg, hibridacion a 58°C durante 30 seg, extensién
a 72°C durante 1 min. y finalmente un periodo
de 7 min a 72°C. Se incluyeron como controles
negativos y para excluir la contaminacion con
ADN genomico, reacciones sin ADNc y sin RT.
La especificidad de los productos de PCR fue
confirmada por electroforesis en gel de agarosa
y secuenciacion.

RESULTADOS

Mediante el uso de RT-PCR demostramos la
presencia de ARNm de GDF9, BMP15, FGF2,
TGFB-R1, BMPR-IB y FGFR2 en cumulos, pellets
de células foliculares (granulosa y células teca)
de foliculos antrales (£6 mm diameter), asi como
en ovocitos. Para todos los ARNm estudiados
pudimos obtener un solo amplicon del tamafio
esperado (Figura 1).

Para descartar una posible contaminacién cruzada
cuando cada tipo de célula fue aislada, se realizé RT-
PCR utilizando cebadores especificos. La expresion
de ARNm del gen CYP19A1, especifico para células
de granulosa, sdlo se detect6 en cimulos y pellets
de células foliculares; el gen CYP17A1, especifico
para células teca, sblo se detectd en pellets de
células foliculares. Por Ultimo, los transcritos ZAR1,
especificos para los ovocitos, se detectaron sélo en
las muestras de ADNc de los ovocitos, pero no en
muestras de ADNc de las células ciimulos, y en los
granulos de células foliculares.

DISCUSION

El factor de diferenciacion del crecimiento 9
desempefia multiples funciones en el ovocito
y las células de la granulosa, favoreciendo la
comunicacion, regulacion y diferenciacion celular
(4). Se ha sugerido que el GDF9 podria influir en
la maduracion folicular y la ovulacién en humanos
estimulando la sintesis de inhibinas (12). El gen
BMP15 también juega un papel critico en la funcion
ovarica, estimulando la proliferacion de células
preantrales de granulosa e inhibiendo la produccién
de progesterona estimulada por la FSH en células
de granulosa en estadio avanzado(4).
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RESULTS

By using RT-PCR we demonstrated the presence
of mRNA of GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1,
BMPR-IB and FGFR2 on cumulus, follicular cell
pellet (granulosa and theca cells) from antral
follicles (<6 mm diameter), as well as in oocytes.
For all of mRNA studied we were able to obtain
a single amplicon of expected size (Figure 1).

In order to discard a possible cross contamination
when each kind of cell was isolated, RT-PCR
using specific primers was conducted. The mRNA
expression of the CYP19A1 gene, specific for
granulosa cells, only was detected in cumulus
and follicular cell pellet; CYP17A1 gene, specific
for theca cells, was detected only in follicular
cell pellet. Finally, ZAR1 transcripts, specific for
oocyte, were detected only in the cDNA template
of the oocytes, but not in the cDNA template of
cumulus cells, and follicular cell pellet.

DISCUSSION

Growth differentiation factor 9 plays multiple
functions in oocyte and granulosa cell
communication, regulation and differentiation
(4). It has been suggested that GDF9 could
influence follicular maturation and ovulation in
humans by stimulating inhibin synthesis (12).
The BMP15 gene also plays a critical role in
ovarian function stimulating the proliferation of
pre-antral granulosa cells and inhibiting FSH-
stimulated progesterone production in later stage
granulosa cells (4).

When comparing rodents with an incomplete
estrous cycle (mice, rats) to animals with
a complete estrous cycle (humans, goats,
pigs and cows), GDF9 and BMP15 appear in
different tissues. The mRNA expression of the
transforming growth factors-beta studied was
detected exclusively in oocytes of rodents (13),
while in other species, including humans (14),
goats (15), sheep (8,16), pigs (17) and cows
(18,19), BMP15 and GDF9 were expressed in
cumulus cells as well as in oocytes, in agreement
with the result obtained in this work. Additionally,
in the present study, BMP15 and GDF9 were
also expressed in the pellet of cells, where
granulosa and theca cells were expresed. These
results could be explained by species specific
differences in the mechanisms of action of key
biological functions among the different follicle
cells. In agreement with other authors, these
differences could be explained by differences
on physiological and reproductive forms of the
studied species, suggesting that these factors
regulate the ovulation rate and female fertility
in a species-specific manner (20, 21). Recently

) F

g & 3
GDF9 [ ™ S (57
BMPIS o = W W (G3bp)
FGF2 [ (100 bp)
TGFB-R1 SR S (110 bp)
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GAPDH . = s = (117 bp)

Figure 1.Expression of GDF9, BMP15, FGF2,
TGFB-RI, BMPR-IB, FGFR2 and GAPDH
in different cell types in bovine ovaries.
Cell types are indicated at the top
(Oocyte, Cumulus cells, Follicular
cell pellets). One hundred base pair
ladders were included as markers for
fragment size. Bands of 100 and 200
bp are shown in the 100 bp Ladder
lane. Amplicon size are indicated on
right in parenthesis.

Al comparar roedores con un ciclo estral
incompleto (ratones, ratas) con animales con
un ciclo estral completo (humanos, cabras,
cerdos y vacas), el GDF9 y el BMP15 aparecen
en diferentes tejidos. La expresion de ARNm de
los factores de crecimiento transformantes-beta
estudiados se detectd exclusivamente en ovocitos
de roedores (13), mientras que en otras especies,
incluyendo humanos (14), cabras (15), ovejas
(8,16), cerdos (17) y vacas (BMP15 y GDF9) se
expresaron en células de cumulo asi como en
ovocitos, de acuerdo con el resultado obtenido
en este trabajo. Ademas, en el presente estudio,
el BMP15 y el GDF9 también se expresaron
en el granulo de células, donde se expresaron
las células de la granulosa y la teca. Estos
resultados podrian explicarse por las diferencias
especificas de cada especie en los mecanismos
de accidn de las funciones bioldgicas clave entre
las diferentes células foliculares. De acuerdo
con otros autores, estas diferencias podrian
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these species-specific functional differences
between mono- and poly-ovulatory animals
were attributed to the distinct timing of the
transformation of the BMP15 pro-protein into a
functionally mature BMP15 (18).

GDF9 and BMP15 growth factors bind to specific
receptors to trigger its mechanisms of action on
the target cell. TGFB-R1 mRNA expression was
detected in granulosa cells of sheep and cows
(19,22). BMPR-IB mRNA expression has been
observed in goat, sheep, pig and bovine follicles
(8,23,24), nevertheless here we report for the
first time that TGFB-R1 and BMPR-IB mRNA are
expressed in bovine oocytes.

Fibroblast growth factors (FGFs) are implicated in
pregnancy success by regulating embryogenesis,
implantation, and placentation through cell
survival, migration, and differentiation (25).
FGF2, also known as basic FGF, has distinct
roles during early embryogenesis in ruminants
(26). FGF2 and its receptor FGFR2 are expressed
during development of bovine embryos and a
combination of FGF2 and transforming growth
factor beta (TGFB) improves the development
of the bovine embryo (27). The FGF2 mRNA
expression was detected in oocytes, cumulus
granulosa cells, mural granulosa and theca
cells strengthening the systemic role during
folliculogenesis (7,8). It has been proposed
that, oocyte-derived FGF2 could promote the
primordial to primary follicle transition by
signaling granulosa and stromal cells (28).
In agreement, Khatib et al (29) suggest that
FGF2 plays a positive role in the endogenous
production of estrogens in humans (29).
Furthermore, the angiogenic capacity of FGF2
described in follicles, generates proliferation of
capillaries that follow the selection of the pre
ovulatory follicle, resulting in a greater supply of
nutrients and precursors, enhancing the growth
of the dominant follicle (30). In previous work,
it was suggested that FGF2 promotes mitosis of
granulosa cells, theca, and ovarian stroma. It also
enhances follicle survival, growth and formation
of the antro during long term in vitro cultures
of buffalo preovulatory follicles and improves
steroidogenesis (30,31).

Although the biological significance of the
expression of these factors in follicular somatic
cells has not been fully elucidated, previous
reports and the results of the present study
indicate the possibility that these factors in
somatic cells as well as in oocytes may regulate
the selection of follicle and/or ovulation in species
with a complete estrous cycle. The presence of
GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB and
FGFR2 transcripts in the studied cells indicate

explicarse por las diferencias en las formas
fisioldgicas y reproductivas de las especies
estudiadas, sugiriendo que estos factores regulan
la tasa de ovulacion y la fertilidad femenina de
forma especifica para cada especie (20,21).
Recientemente, estas diferencias funcionales
especificas para cada especie entre animales
mono y poliovulatorios se atribuyeron al distinto
momento de la transformacién de la proteina
BMP15 en un BMP15 funcionalmente maduro
(18).

Los factores de crecimiento GDF9 y BMP15 se
unen a receptores especificos para activar sus
mecanismos de accién en la célula diana. Se
detect6 expresion de ARNm TGFB-R1 en células
granulosas de ovejas y vacas (19,22). ARNm
BMPR-IB se detecto en foliculos caprinos, ovinos,
porcinos y bovinos (8,23,24) sin embargo aqui
reportamos por primera vez que ARNm de
TGFB-R1 y BMPR-IB se expresaron en ovocitos
bovinos.

Los factores de crecimiento de los fibroblastos
(FGFs) estan implicados en el éxito del embarazo
al regular la embriogénesis, la implantacién y
la placentacién a través de la supervivencia,
la migracién y la diferenciacidon celular (25).
FGF2, también conocido como FGF basico, tiene
funciones distintas durante la embriogénesis
temprana en rumiantes (26). El FGF2 y su
receptor FGFR2 se expresan durante el desarrollo
de embriones bovinos y una combinacioén de FGF2
y el factor de crecimiento transformante beta
(TGFB) mejora el desarrollo del embridén bovino
(27). La expresion de ARNm del FGF2 se detectd
en ovocitos, cimulos granulares, células murales
granulosas y células teca fortaleciendo el papel
sistémico durante la foliculogénesis (7,8). Se ha
propuesto que el FGF2 derivado de los ovocitos
podria promover la transicién de los foliculos
primordiales a primarios mediante la sefializacién
de la granulosa y las células del estroma (28).
De acuerdo, Khatib et al (29) sugieren que el
FGF2 juega un papel positivo en la produccidn
enddégena de estrégenos en humanos (29).
Ademas, la capacidad angiogénica del FGF2
descrita en los foliculos, genera proliferacion
de capilares que siguen la seleccién del foliculo
preovulatorio, resultando en un mayor aporte
de nutrientes y precursores, potenciando el
crecimiento del foliculo dominante (30). En
trabajos anteriores, se sugirié que el FGF2
promueve la mitosis de las células granulosas,
la teca y el estroma ovarico. También mejora
la supervivencia del foliculo, el crecimiento y la
formacion del antro durante cultivos in vitro a
largo plazo de foliculos preovulatorios de bufalo
y mejora la esteroidogénesis (30,31)

Aunque la importancia bioldgica de la expresién
de estos factores en las células somaticas
foliculares no se ha dilucidado del todo, los
informes anteriores y los resultados del presente



Reineri et al - Gene expression of growth factors 6785

that these factors could act as paracrine and
autocrine regulators in folliculogenesis.

Our results show the presence of a complex
intrafollicular regulatory system, consisting of
GDF9, BMP15, FGF2 and their main receptors
in bovine ovaries, in a good agreement with
previous studies on different species and
follicular cells. Our results show an intra-follicular
granulosa cell mRNA expression of the above
genes from bovine ovarian follicles. These
findings support the concept that early stages
of ovarian follicular growth and development are
regulated by intra-ovarian factors. Furthermore,
our data showed that the initial concept that
GDF9, BMP15 and FGF2 are exclusively produced
by the oocyte cannot be maintained for the
bovine species. To move forward with these
findings, the quantitative levels of differential
expression dynamics of GDF9, BMP15, FGF2,
TGFB-R1, BMPR-IB and FGFR2 in oocyte genes
from bovine ovaries need further research.
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estudio indican la posibilidad de que estos
factores, tanto en las células somaticas como
en los ovocitos, puedan regular la seleccién del
foliculo y/o la ovulacién en especies con un ciclo
estral completo. La presencia de transcripciones
de GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1, BMPR-IB
y FGFR2 en las células estudiadas indica que
estos factores podrian actuar como reguladores
paracrinos y autocrinos en la foliculogénesis.

Nuestros resultados muestran la presencia de
un complejo sistema de regulacién intrafolicular,
compuesto por GDF9, BMP15, FGF2 y sus
principales receptores en ovarios bovinos,
en concordancia con estudios previos sobre
diferentes especies y células foliculares. Nuestros
resultados muestran una expresiéon de ARNm
intrafolicular de células de granulosa de los
genes anteriores de foliculos ovaricos bovinos.
Estos hallazgos apoyan el concepto de que las
primeras etapas del crecimiento y desarrollo
folicular ovarico estdn reguladas por factores
intraovaricos. Ademas, nuestros datos mostraron
que el concepto inicial de que el GDF9, el BMP15
y el FGF2 son producidos exclusivamente por el
ovocito no puede mantenerse para la especie
bovina. Para avanzar con estos hallazgos, los
niveles cuantitativos de la dindamica de expresion
diferencial de GDF9, BMP15, FGF2, TGFB-R1,
BMPR-IB y FGFR2 en genes de ovocitos de
ovarios bovinos necesitan mas investigacion.
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