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Supplementary Materials  

Supplementary Figure 1: List of antibodies used for the immunophenotypic analysis.  

 

Supplementary Figure 2: Presentation of the different combinations of antibodies coupled 

to  fluorochromes  that were  used  for  the  immunophenotypic  analysis.  The  fluorochromes 

and their excitation wavelength are indicated in color. In a first screening panel, 27 markers 

were  examined  by  dispatching  combinations  of  antibodies  over  6  tubes  (top  table).  In  a 

second screening panel, 4 additional markers were analyzed in a single tube (bottom table). 

 

Supplementary Figure 3: Representative flow cytometric histograms of "classical", exclusion 

and  "advanced  characterization" markers expressed on BM‐MSCs  cultivated  at passage 1, 

under serum free conditions. Percentage of positive cells is represented as mean ± SD. (blue: 

isotype control, black: FMO control, red: sample). 

 

Supplementary Figure 4: Oligonucleotide primers used  for  the  real‐time polymerase chain 

reaction analyses. The references of the studies where the primers have been designed are 

indicated. 

 

Supplementary Figure 5: Growth  characteristics of MSCs and  fibroblasts during  long‐term 

expansion under serum‐free conditions. The doubling times are compared from passage 1 to 

passage 10 (n = 5 for BM‐MSCs, n = 6 for WJ‐MSCs, n = 8 for DP‐MSCs, n = 4 for AT‐MSCs and 

n = 3 for fibroblasts). Error bars: mean ± SD. 
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 Supplementary  Figure  6:  Immunophenotype  of  MSCs,  fibroblasts  and  articular 

chondrocytes  cultivated  under  serum‐free  conditions.  The  expression  of  31 markers was 

analyzed by  flow cytometry  in cell preparations  from passage 1. The values  represent  the 

percentage  of  positive  cells  and  are  reported  as mean  with  standard  deviation  (SD).  N 

represents  the number of donors. These  values  correspond  to  the  values  reported  in  the 

histograms presented in Figure 2.  

 

Supplementary Figure 7: Evaluation of osteogenic and adipogenic differentiation potential 

of MSCs,  fibroblasts  and  articular  chondrocytes.  Cells  were  amplified  for  2  passages  in 

serum‐free  culture  medium  then  induced  for  21  days  for  osteogenic  or  adipogenic 

differentiation,  in  presence  of  10%  FBS.  (a)  Upper  panel:  after  culture  in  osteoblastic 

induction medium,  calcium mineralization was  demonstrated  by  alizarin  red  S  staining. A 

representative  example  from  three  experiments  is  shown  (n  =  3).  Lower  panel: 

quantification of alizarin red S staining and relative mRNA expression of RUNX2 and ALPL is 

shown,  relative  to non‐induced,  control  cells  (reference value = 1).  (b) Upper panel: after 

culture in adipogenic induction medium, lipid droplets are revealed in the cytoplasm with oil 

red  O  staining.  Note  the  absence  of  lipid  droplets  in  the  fibroblast  population.  A 

representative  example  from  three  experiments  is  shown  (n  =  3).    Lower  panel: 

quantification of oil red O staining and relative mRNA expression of LEP and PPARG is shown, 

relative to non‐induced, control cells (reference value = 1). Error bars: mean ± SD (n = 3). * 

Indicates  statistically  significant  differences  between  induced  cells  and  control  cells  (*p  < 

0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001). The scale bar corresponds to 100 µm. 
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Supplementary Figure 8: Cell viability of BM‐MSCs cultivated under serum‐free conditions in 

agarose hydrogel. P1 BM‐MSCs amplified  in serum‐free SPE‐IV medium were embedded  in 

agarose  hydrogel.  The  constructs were  then  cultivated  in  serum‐free  chondrogenic  BTβ3 

medium (containing high glucose DMEM, 1 mM sodium pyruvate, 50 µg/mL L‐ascorbate‐2‐

phosphate, 0.1 µM dexamethasone, 1% ITS, 50 ng/mL BMP‐2, 10 ng/mL TGF‐β3) alone (a) or 

supplemented with 5%  serum‐free  SPE‐IV medium  (b). The  cell  viability was evaluated by 

using  the  Cellstain  double  staining  kit  (dead  cells  stain  red  and  live  cells  stain  green). 

Supplementation  of  the  chondrogenic medium with  5%  SPE‐IV medium maintained  good 

viability of BM‐MSCs. The photographs shown here correspond  to a 10‐day culture period 

and are representative of three experiments. The scale bar corresponds to 80 µm.  

 

Supplementary Figure 9: Validation of anti‐pNIIB52  for  flow cytometry analysis of  type  IIB 

procollagen  expression.  Nasal  chondrocytes  were  used  in  these  experiments.  (a) 

Chondrocytes were amplified then cultivated for 21 days in monolayer in the presence of the 

chondrogenic BTβ3 cocktail, to allow chondrocyte redifferentiation. The chondrocytes were 

fixed, permeabilized and a  titration assay was performed by  incubating chondrocytes with 

different concentrations of anti‐pNIIB52 labeled with Alexa Fluor 647 dye, in order to detect 

IIB expression with optimal  signal  to noise  ratio. A  representative  titration assay  is  shown 

and 0.35 µg/1 x 106 cells was the titer selected for all subsequent flow cytometry analyses.  

Red dots: stained samples, blue dots: unstained samples. (b) Analysis of type IIB expression 

by using  fluorescently  labeled  anti‐pNIIB52  in  chondrocytes  cultivated  in different  culture 

conditions. After amplification in monolayer, chondrocytes were negative to IIB procollagen 

whereas redifferentiation triggered by 21 days of BTβ3 treatment resulted in 37.6 ± 4.2% or 

94.6 ± 2.1% of positive cells, for chondrocytes redifferentiated in monolayer or in agarose, as 
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indicated.  (c)  Demonstration  of  staining  specificity  of  anti‐pNIIB52  in  flow  cytometry 

analysis.  The  immunizing  peptide  that  was  shown  to  block  anti‐pNIIB52  in  our  original 

Western‐blotting  and  immunohistochemistry  analyses was  used  here  similarly  in  peptide 

competition assay.   Chondrocytes amplified and redifferentiated  in agarose as described  in 

(B) were stained with anti‐pNIIB52 or with anti‐pNIIB52 pre‐incubated with an excess of the 

immunizing peptide. No expression of type IIB procollagen was detected when anti‐pNIIB52 

was first blocked with the immunizing peptide. Percentage of positive cells is represented as 

mean ± SD (n = 3). 
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Supplementary Figure 1 
	
 

 



  6

Supplementary Figure 2 
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Supplementary Figure 3 
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Supplementary Figure 4 
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Supplementary Figure 5 
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Supplementary Figure 6 
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Supplementary Figure 7 
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Supplementary Figure 8 
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Supplementary Figure 9 


