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Summary  

 

Key cell types including skeletal muscle have proven difficult to differentiate  in 

vitro  from pluripotent cells. During embryonic development, s keletal muscle s 

arise from somites, which derive from the presomitic mesoderm (PSM). Based on 

our understanding of PSM  development, we established serum -free conditions  

allowing efficient differentiation of monolayer cultures of mouse  embryonic stem  

(ES) cells into PSM -like cells without introduction of exogenous  genetic material 

or cell sorting. We show that primary and secondary skeletal myogenesis can be 

recapitulated in vitro  from these PSM -like cells. Our strategy allowed for the 

production of striated contractile fibers from mouse and human pluripotent  cells 

in vitro  with an  efficiency comparing with current cardiomyoc ytes differentiation 

protocols. We also differentiated ES cells into Pax7- positive cells with  satellite 

cell characteristics, including the a bility to generate dystrophin- positive fibers 

when grafted into muscles from dystrophin- deficient mdx  mice. We show that 

differentiated ES cells derived from mdx mice exhibit a striking branched 

phenotype resembling that described in vivo , thus providing an attractive model 

to study  the origin of the pathological defects associated with Duchenne 

Muscular Dystrophy.  

 

Introduction 
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�F�D�U�G�L�D�F�� �P�D�U�N�H�U��Nkx2.5 �E�X�W�� �V�K�R�Z�H�G���X�S�U�H�J�X�O�D�W�L�R�Q���R�I�� �W�K�H�� �S�D�U�D�[�L�D�O�� �P�H�V�R�G�H�U�P�� �P�D�U�N�H�U�V��

Tbx6, Hes7, �D�Q�G��Msgn1�����)�L�J�� ���G�������$�W�� �G�D�\�������D�� �P�D�M�R�U�L�W�\�� �R�I���W�K�H���0�����F�H�O�O�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q��

�W�K�H�V�H���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���D�O�V�R���H�[�S�U�H�V�V�H�G���W�K�H���3�6�0���P�D�U�N�H�U���7�E�[�������)�L�J�������J�������:�H���Q�H�[�W���F�R�P�S�D�U�H�G���W�K�H��

�W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�D�O���L�G�H�Q�W�L�W�\���R�I���W�K�H���0�����F�H�O�O�V���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��in vitro���W�R���W�K�H�L�U��in vivo���F�R�X�Q�W�H�U�S�D�U�W�V����

�0�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V�� �Z�H�U�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G���I�U�R�P���X�Q�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���(�6�� �F�H�O�O�V���D�Q�G���)�$�&�6�����V�R�U�W�H�G�� �0���� �F�H�O�O�V��

�F�X�O�W�X�U�H�G���L�Q���V�H�U�X�P���I�U�H�H���5�'�/���P�H�G�L�X�P���I�R�U�������G�D�\�V�����D�Q�G���Z�H���F�R�P�S�D�U�H�G���W�K�H���J�H�Q�H���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q��

�I�R�O�G���F�K�D�Q�J�H�V���E�H�W�Z�H�H�Q���(�6���F�H�O�O�V���D�Q�G���0�����F�H�O�O�V���D�J�D�L�Q�V�W���W�K�H���I�R�O�G���F�K�D�Q�J�H�V���E�H�W�Z�H�H�Q���(�6���F�H�O�O�V��

�D�Q�G�� �W�K�H�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G�� �D�E�R�Y�H�� ���)�L�J�� ���L���� �)�L�J�� ���G������ �'�X�U�L�Q�J��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�����0�����F�H�O�O�V���X�S���U�H�J�X�O�D�W�H�G���D���O�D�U�J�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���S�R�V�W�H�U�L�R�U���3�6�0���V�L�J�Q�D�W�X�U�H���J�H�Q�H�V��

�L�Q�F�O�X�G�L�Q�J��Msgn1, Tbx6, Dkk1, Rspo3, Cdx2, �D�Q�G��Evx1���D�V�� �R�E�V�H�U�Y�H�G��in vivo�� ���)�L�J�� ���L����

�6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H���������� �7�K�X�V����in vitro���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H���0�V�J�Q�����U�H�S�9���U�H�S�R�U�W�H�U�� �(�6��

�F�H�O�O�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �S�U�H�V�H�Q�F�H�� �R�I�� �5�V�S�R���� �D�Q�G���D���%�0�3�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �H�I�I�L�F�L�H�Q�W�O�\���L�Q�G�X�F�H�V���W�K�H�L�U��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���W�R�Z�D�U�G�� �D�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0���O�L�N�H���I�D�W�H�����6�L�Q�F�H�� �5�V�S�R�����L�V���D���:�Q�W���D�F�W�L�Y�D�W�R�U���� �Z�H��

�V�X�E�V�W�L�W�X�W�H�G���W�K�H���*�6�.�� �����L�Q�K�L�E�L�W�R�U���&�+�,�5�2�1���������������&�K�L�U�����Z�K�L�F�K���D�F�W�L�Y�D�W�H�V���W�K�H���:�Q�W���S�D�W�K�Z�D�\��

�W�R�� �5�V�S�R���� �L�Q�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �P�H�G�L�X�P�� ���&�'�/������ �7�K�L�V�� �O�H�G�� �W�R�� �V�L�P�L�O�D�U�� �L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �0�V�J�Q������

�F�H�O�O�V�����)�L�J�� ���F�����Z�K�L�F�K�� �Z�K�H�Q�� �D�Q�D�O�\�]�H�G�� �X�V�L�Q�J���T�X�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�H�� �U�H�D�O�� �W�L�P�H�� �3�&�5�� ���4�5�7���3�&�5�����D�Q�G��

�P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V���V�K�R�Z�H�G���D���Y�H�U�\���V�L�P�L�O�D�U���S�U�R�I�L�O�H���W�R���W�K�H���F�H�O�O�V���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���L�Q���5�'�/���P�H�G�L�X�P�����)�L�J��

���G�����(�[�W�H�Q�G�H�G���G�D�W�D���)�L�J�������� 

In vivo���� �D�V���S�D�U�D�[�L�D�O�� �P�H�V�R�G�H�U�P�� �F�H�O�O�V�� �P�D�W�X�U�H���� �W�K�H�\�� �E�H�F�R�P�H�� �O�R�F�D�W�H�G���L�Q�� �W�K�H�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0����

�D�Q�G�� �W�K�H�\�� �G�R�Z�Q���U�H�J�X�O�D�W�H���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I���W�K�H�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �P�D�U�N�H�U�V��Msgn1���D�Q�G��Tbx6��

�Z�K�L�O�H�� �D�F�W�L�Y�D�W�L�Q�J�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I��Pax������ �D�Q�� �H�D�U�O�\�� �D�Q�G�� ���H�V�V�H�Q�W�L�D�O���P�\�R�J�H�Q�L�F�� �L�Q�G�X�F�H�U��

�H�[�S�U�H�V�V�H�G���L�Q���W�K�H���D�Q�W�H�U�L�R�U���3�6�0���D�Q�G���L�Q���P�\�R�J�H�Q�L�F���S�U�H�F�X�U�V�R�U�V������ ���)�L�J�����E�������)�L�J�����D�������$���V�L�P�L�O�D�U��

�G�\�Q�D�P�L�F���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G���L�Q���F�X�O�W�X�U�H���L�Q���5�'�/�� �R�U���&�'�/�� �P�H�G�L�X�P���D�V���E�\�� �G�D�\�� ���� �R�I�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q��

�0���� �F�H�O�O�V���E�H�F�R�P�H�� �3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H���Z�K�L�O�H�� �G�R�Z�Q���U�H�J�X�O�D�W�L�Q�J�� �7�E�[������ �V�X�J�J�H�V�W�L�Q�J���D�F�T�X�L�V�L�W�L�R�Q�� �R�I��

�D�Q�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �I�D�W�H�����)�L�J�� ���J�������7�R���P�R�Q�L�W�R�U���W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �(�6�� �F�H�O�O�V���W�R�Z�D�U�G���W�K�H��

�D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �I�D�W�H���� �Z�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G�� �D���P�R�X�V�H�� �(�6���U�H�S�R�U�W�H�U�� �O�L�Q�H�� ���3�D�[�����*�)�3���� �L�Q�� �Z�K�L�F�K���W�K�H��

�*�U�H�H�Q�� �)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�� �3�U�R�W�H�L�Q�� ���*�)�3�����Z�D�V�� �S�O�D�F�H�G�� �X�Q�G�H�U�� �W�K�H�� �F�R�Q�W�U�R�O�� �R�I��Pax3���U�H�J�X�O�D�W�R�U�\��

�V�H�T�X�H�Q�F�H�V�������:�K�H�Q���W�K�H�V�H�� �U�H�S�R�U�W�H�U���F�H�O�O�V���Z�H�U�H�� �F�X�O�W�X�U�H�G�� �L�Q���5�'�/ ���R�U�� �&�'�/���P�H�G�L�X�P���� �D�U�R�X�Q�G��

�����������������R�I���*�)�3���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���D�I�W�H�U�������G�D�\�V���R�I���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�����)�L�J�����F�������%�\��

�4�5�7���3�&�5���� �W�K�H�� �3�D�[�����*�)�3���S�R�V�L�W�L�Y�H�����3�������F�H�O�O�V���Z�H�U�H�� �I�R�X�Q�G�� �W�R�� �E�H�� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�O�\�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �I�R�U��

�W�K�H�� �Q�H�X�U�D�O�� �P�D�U�N�H�U��Sox2�� ���)�L�J�����H�������E�X�W���S�R�V�L�W�L�Y�H�� �I�R�U�� �W�K�H�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0���V�R�P�L�W�L�F�� �P�D�U�N�H�U�V��
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Pax3, Tbx18, Meox2���D�Q�G Uncx�����)�L�J�����H���I�������W�K�X�V���H�[�F�O�X�G�L�Q�J���D���Q�H�X�U�D�O���R�U�L�J�L�Q���I�R�U���W�K�H�V�H���F�H�O�O�V����

�( �[�S�U�H�V�V�L�R�Q���O�H�Y�H�O�V���R�I���W�K�H�V�H���J�H�Q�H�V���Z�H�U�H���F�R�P�S�D�U�D�E�O�H���W�R���H�Q�G�R�J�H�Q�R�X�V���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���O�H�Y�H�O�V���L�Q��

�P�R�X�V�H���H�P�E�U�\�R�Q�L�F���W�D�L�O�V�����)�L�J�����I�������)�X�U�W�K�H�U�P�R�U�H���� �W�K�H�V�H���F�H�O�O�V���H�[�S�U�H�V�V���W�K�H���3�D�[���� �S�U�R�W�H�L�Q�����)�L�J��

���K���� �D�Q�G�� �H�[�K�L�E�L�W�� �D�� �W�\�S�L�F�D�O�� �P�H�V�H�Q�F�K�\�P�D�O���D�V�S�H�F�W�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�� �I�U�R�P�� �W�K�H���H�S�L�W�K�H�O�L�D�O���U�R�V�H�W�W�H��

�I�R�U�P�L�Q�J���Q�H�X�U�D�O�� �S�U�H�F�X�U�V�R�U�V�� �H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J��Pax3���R�E�V�H�U�Y�H�G�� �L�Q�� �Q�H�X�U�D�O�� �L�Q�G�X�F�L�Q�J�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V��

���'�D�W�D�� �Q�R�W�� �V�K�R�Z�Q�������:�H���D�O�V�R���J�H�Q�H�U�D�W�H�G���P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V�� �W�R�� �F�R�P�S�D�U�H�� �W�K�H�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�R�P�H���R�I���3����

�F�H�O�O�V���W�R���W�K�D�W���R�I���W�K�H���D�Q�W�H�U�L�R�U���3�6�0�����:�H���S�O�R�W�W�H�G���W�K�H���J�H�Q�H���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���I�R�O�G���F�K�D�Q�J�H�V���E�H�W�Z�H�H�Q��

�(�6�� �D�Q�G���3�����F�H�O�O�V���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q�� �5�'�/�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q���P�H�G�L�D���F�R�P�S�D�U�H�G�� �W�R�� �W�K�H�� �I�R�O�G�� �F�K�D�Q�J�H�V��

�E�H�W�Z�H�H�Q�� �(�6�� �D�Q�G�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� ���)�L�J�����M�������'�X�U�L�Q�J�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �X�S���U�H�J�X�O�D�W�H�G�� �D��

�O�D�U�J�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���D�Q�W�H�U�L�R�U���3�6�0���V�L�J�Q�D�W�X�U�H���J�H�Q�H�V���L�Q�F�O�X�G�L�Q�J��Ripply2, Meox2, Pax3, Foxc2, 

Cer1 �D�Q�G Dmrt2 ���)�L�J�����M�����6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\���7�D�E�O�H�����������9�H�U�\�� �V�L�P�L�O�D�U���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���S�U�R�I�L�O�H�V��

�Z�H�U�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���L�Q���3�����F�H�O�O�V���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���L�Q���&�'�/�� �P�H�G�L�X�P�����)�L�J�����I�����(�[�W�H�Q�G�H�G���G�D�W�D���)�L�J����������

�7�K�X�V����in vitro���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �0�V�J�Q�����U�H�S�9���D�Q�G�� �W�K�H�� �3�D�[�����*�)�3�� �U�H�S�R�U�W�H�U�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �L�Q��

�W�K�H�� �S�U�H�V�H�Q�F�H�� �R�I���:�Q�W�� �D�F�W�L�Y�D�W�R�U�V���D�Q�G�� �%�0�3�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �H�I�I�L�F�L�H�Q�W�O�\�� �U�H�F�D�S�L�W�X�O�D�W�H�V���H�D�U�O�\��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �V�W�D�J�H�V�� �R�I�� �W�K�H�� �S�D�U�D�[�L�D�O�� �P�H�V�R�G�H�U�P���L�Q�� �W�K�H�� �3�6�0���� �7�K�L�V�� �S�U�R�Y�L�G�H�G�� �X�V�� �Z�L�W�K�� �D��

�V�F�D�O�D�E�O�H�� �S�U�R�W�R�F�R�O�� �I�R�U���W�K�H���J�H�Q�H�U�D�W�L�R�Q�� �R�I���O�D�U�J�H�� �D�P�R�X�Q�W�� �R�I���F�H�O�O�V�� �W�K�D�W�� �F�O�R�V�H�O�\�� �U�H�V�H�P�E�O�H�� �W�K�H��

�S�U�H�F�X�U�V�R�U�V���R�I���P�\�R�J�H�Q�L�F���F�H�O�O�V��in vivo������

Recapitulation of primary and secondary myogenesis in vitro  leads to production 

of millimeter -long cont ractile striated muscle fibers  

�:�H�� �Q�H�[�W�� �V�R�X�J�K�W�� �W�R�� �G�H�I�L�Q�H�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�� �L�Q�� �Z�K�L�F�K�� �W�K�H�V�H�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0���O�L�N�H���F�H�O�O�V���F�R�X�O�G�� �E�H��

�U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�O�\���L�Q�G�X�F�H�G���W�R���J�H�Q�H�U�D�W�H���V�N�H�O�H�W�D�O���P�X�V�F�O�H��in vitro. �:�H���I�L�U�V�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���(�6���F�H�O�O�V��

�L�Q�� �5�'�/�� �R�U�� �&�'�/���P�H�G�L�X�P���I�R�U�� ���� �G�D�\�V���D�Q�G���W�K�H�Q���F�X�O�W�X�U�H�G���F�H�O�O�V�� �L�Q���V�H�U�X�P���I�U�H�H�� �P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V��

�S�U�R�P�R�W�L�Q�J�� �P�H�G�L�X�P�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J���W�K�H�� �P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V�� �S�U�R�P�R�W�L�Q�J�� �I�D�F�W�R�U�V���+�H�S�D�W�R�F�\�W�H�� �*�U�R�Z�W�K��

�)�D�F�W�R�U�����+�*�)�������,�Q�V�X�O�L�Q���*�U�R�Z�W�K���)�D�F�W�R�U���������,�*�)���������D�Q�G���)�L�E�U�R�E�O�D�V�W���*�U�R�Z�W�K���)�D�F�W�R�U���������)�*�)���� ����
���� ���L�Q�� �Z�K�L�F�K�� �W�K�H�\�� �Z�H�U�H�� �P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G�� �I�R�U�� �X�S�� �W�R������ �P�R�Q�W�K�V�����)�L�J�� ���D�������$�W�� �G�D�\�� �������G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�Q�J��

�F�H�O�O�V�� �K�D�Y�H�� �G�R�Z�Q���U�H�J�X�O�D�W�H�G�� �3�D�[���� �D�Q�G�� �E�H�J�X�Q�� �W�R�� �D�F�W�L�Y�D�W�H�� �3�D�[���� �D�V�� �L�V�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �I�R�U��

�P�\�R�J�H�Q�L�F�� �S�U�H�F�X�U�V�R�U�V��in vivo�� ���� �����$�W���W�K�L�V�� �V�W�D�J�H���� �P�D�Q�\�� �F�H�O�O�V�� �K�D�Y�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q�W�R��

�S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�Q�J���P�\�R�E�O�D�V�W�V�����0�\�R�G���S�R�V�L�W�L�Y�H�����)�L�J�����E�����D�Q�G���P�\�R�F�\�W�H�V�����0�\�R�J���S�R�V�L�W�L�Y�H�����)�L�J�����E�������$�W��

�G�D�\�� ���������W�K�H���0�\�R�J�H�Q�L�Q���S�R�V�L�W�L�Y�H���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���D�F�F�R�X�Q�W�V���I�R�U�����������������R�I�� �W�K�H���F�H�O�O�V�����)�L�J�� ���F�������7�R��

�P�R�Q�L�W�R�U���W�K�H���D�S�S�H�D�U�D�Q�F�H���R�I���F�R�P�P�L�W�W�H�G���V�N�H�O�H�W�D�O���P�X�V�F�O�H���F�H�O�O�V�����Z�H���J�H�Q�H�U�D�W�H�G���D���U�H�S�R�U�W�H�U���(�6��
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�F�H�O�O���O�L�Q�H���� �0�\�R�J���U�H�S�9���� �K�D�U�E�R�U�L�Q�J���D�����������N�E���I�U�D�J�P�H�Q�W���R�I�� �W�K�H��Myogenin1���S�U�R�P�R�W�H�U�����I�X�V�H�G���W�R��

�9�H�Q�X�V�����9�H�Q�X�V���S�R�V�L�W�L�Y�H�� �P�\�R�F�\�W�H�V�� �K�D�U�E�R�U�L�Q�J�� �D�� �V�L�Q�J�O�H�� �F�H�Q�W�U�D�O�O�\�� �O�R�F�D�W�H�G�� �Q�X�F�O�H�X�V�� ���)�L�J�� ���G����

�D�U�U�R�Z�K�H�D�G�V������ �V�W�U�R�Q�J�O�\�� �U�H�V�H�P�E�O�L�Q�J�� �H�D�U�O�\�� �P�\�R�W�R�P�H�� �F�H�O�O�V�� �S�U�R�G�X�F�H�G�� �G�X�U�L�Q�J�� �S�U�L�P�D�U�\��

�P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V�����Z�H�U�H���Y�L�V�L�E�O�H���D�I�W�H�U�������Z�H�H�N���L�Q���F�X�O�W�X�U�H���L�Q���R�X�U���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�����7�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���F�H�O�O�V��

�H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J���3�D�[�������0�\�R�G�����0�\�R�J���D�Q�G���I�D�V�W�� �0�\�R�V�L�Q���+�H�D�Y�\�� �F�K�D�L�Q�� ���0�\�+�&�����S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V��

�V�W�H�D�G�L�O�\���L�Q�F�U�H�D�V�H�G���G�X�U�L�Q�J���W�K�H���V�H�F�R�Q�G���Z�H�H�N���R�I���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�����F�R�Y�H�U�L�Q�J���O�D�U�J�H���D�U�H�D�V���R�I���W�K�H��

�F�X�O�W�X�U�H�����)�L�J�� ���F������ �7�K�H�� �0�\�R�J���U�H�S�9���S�R�V�L�W�L�Y�H���S�U�L�P�D�U�\�� �P�\�R�F�\�W�H�V�� �S�U�R�J�U�H�V�V�L�Y�H�O�\�� �I�X�V�H�G���W�R��

�S�U�R�G�X�F�H���I�D�V�W���0�\�+�&�����S�R�V�L�W�L�Y�H�� �P�\�R�W�X�E�H�V�����)�L�J�����H�������H�[�W�H�Q�G�L�Q�J���X�S�� �W�R�� �V�H�Y�H�U�D�O�� �K�X�Q�G�U�H�G�� �R�I��

�P�L�F�U�R�Q�V���E�\���������G�D�\�V�����'�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q�������7�K�H�U�H�I�R�U�H�����W�K�L�V���V�X�J�J�H�V�W�V���W�K�D�W���R�X�U���S�U�R�W�R�F�R�O���L�V���D�E�O�H��

�W�R���U�H�F�D�S�L�W�X�O�D�W�H���H�V�V�H�Q�W�L�D�O���V�W�H�S�V���R�I���S�U�L�P�D�U�\���P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V������

�$�I�W�H�U�� �W�Z�R�� �W�R���W�K�U�H�H�� �Z�H�H�N�V��in vitro���� �D���O�D�U�J�H�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I���P�X�O�W�L�Q�X�F�O�H�D�W�H�G���/�D�P�L�Q�L�Q�� �D�Q�G��

�' �\�V�W�U�R�S�K�L�Q���S�R�V�L�W�L�Y�H���I�L�E�H�U�V���H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J���I�D�V�W���0�\�+�&���F�R�X�O�G���E�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���L�Q���W�K�H���F�X�O�W�X�U�H�V�����)�L�J��

���I���L�������$�I�W�H�U���W�K�U�H�H���W�R���I�R�X�U���Z�H�H�N�V���L�Q���F�X�O�W�X�U�H�����W�K�H���P�R�U�H���P�D�W�X�U�H�����O�D�U�J�H�U�����I�L�E�H�U�V���F�R�Q�W�D�L�Q�H�G���D�E�R�X�W��

������������ �P�\�R�Q�X�F�O�H�L���� �D���Q�X�P�E�H�U�� �F�R�P�S�D�U�D�E�O�H���W�R�� �W�K�D�W�� �I�R�X�Q�G�� �L�Q���S�H�U�L�Q�D�W�D�O�� �I�L�E�H�U�V�� ���� ��

���6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H�����������:�H�� �F�R�P�S�D�U�H�G���E�\���4�5�7���3�&�5���W�K�H�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I�� �D�� �V�H�W�� �R�I��

�P�\�R�J�H�Q�L�F�� �P�D�U�N�H�U�V���L�Q�� �����Z�H�H�N���R�O�G�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q�� �W�K�H�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G��

�D�E�R�Y�H�����)�L�J�� ���D�����Z�L�W�K���F�X�O�W�X�U�H�V�� �R�I���X�Q�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���(�6�� �F�H�O�O�V�����D�Q�G�� �Z�L�W�K���P�R�X�V�H���(���������� �W�U�X�Q�N��

�P�X�V�F�O�H�V�����F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J���S�U�L�P�D�U�\�� �P�\�R�I�L�E�H�U�V���� �D�Q�G���(���������� �E�D�F�N���P�X�V�F�O�H�V�����L�Q�� �Z�K�L�F�K�� �V�H�F�R�Q�G�D�U�\����

�I�R�H�W�D�O�� �P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V�� �L�V���R�Q�J�R�L�Q�J���� ���)�L�J�� ���M������ �5�H�P�D�U�N�D�E�O�\���� �W�K�H���P�D�U�N�H�U���R�I���I�R�H�W�D�O�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V��

Nfix������ ���D�Q�G�� �W�K�H��Fast2A ��Myh2�����P�\�R�V�L�Q�� �K�H�D�Y�\�� �F�K�D�L�Q���Z�H�U�H�� �Q�R�W�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �L�Q�� �(���������� �W�U�X�Q�N��

�P�X�V�F�O�H�V���E�X�W���Z�H�U�H���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�O�\���H�Q�U�L�F�K�H�G���E�R�W�K���L�Q���W�K�H���(�����������P�X�V�F�O�H���V�D�P�S�O�H���D�Q�G���L�Q���W�K�H��������

�G�D�\�� �R�O�G�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� ���)�L�J�����M�������7�K�H�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q�� �F�X�O�W�X�U�H���I�R�U�� ���� �W�R������ �Z�H�H�N�V��

�U�H�D�F�K�H�G�� �D�� �G�H�Q�V�L�W�\�� �R�I���D�U�R�X�Q�G�� �������I�L�E�H�U�V�� �S�H�U�� �V�T�X�D�U�H���P�L�O�O�L�P�H�W�H�U���� �Z�L�W�K�� �O�R�F�D�O�� �I�L�E�H�U�� �S�D�W�F�K�H�V��

�G�H�Q�V�L�W�\�� �U�H�D�F�K�L�Q�J�� ���������� �I�L�E�H�U�V�� �S�H�U�� �V�T�X�D�U�H�� �P�L�O�O�L�P�H�W�H�U�����6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H�����������,�P�P�X�Q�R��

�O�D�E�H�O�L�Q�J���Z�L�W�K���D�Q�W�L���I�D�V�W���0�\�+�&���D�Q�W�L�E�R�G�\���V�K�R�Z�H�G���W�K�D�W���W�K�H�V�H���I�L�E�H�U�V���H�[�K�L�E�L�W���K�L�J�K�O�\���R�U�J�D�Q�L�]�H�G��

�V�W�U�L�D�W�L�R�Q���D�V���H�[�S�H�F�W�H�G���I�U�R�P���P�D�W�X�U�H���P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V�����)�L�J�� ���N�������' �L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���I�L�E�H�U�V���H�[�K�L�E�L�W�H�G��

�V�S�R�Q�W�D�Q�H�R�X�V��in vitro���F�R�Q�W�U�D�F�W�L�R�Q�V�����L�Q�G�L�F�D�W�L�Q�J�� �W�K�D�W�� �W�K�H�� �V�D�U�F�R�P�H�U�L�F�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H��

�I�L�E�H�U�V�� �L�V�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�� ���'�D�W�D�� �Q�R�W�� �V�K�R�Z�Q�������7�K�H���G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�V���R�I�� �W�K�H�V�H�� �I�L�E�H�U�V�� �Z�H�U�H�� �R�Y�H�U������

�P�L�O�O�L�P�H�W�H�U�� �L�Q�� �O�H�Q�J�W�K�� �D�Q�G���D�U�R�X�Q�G���������P�L�F�U�R�P�H�W�H�U�V�� �L�Q�� �Z�L�G�W�K���� �Z�L�W�K���D���V�D�U�F�R�P�H�U�L�F���O�H�Q�J�W�K���R�I��

�D�E�R�X�W�����������P�L�F�U�R�P�H�W�H�U�V�����Z�K�L�F�K���F�R�P�S�D�U�H�V���Z�H�O�O���Z�L�W�K���W�K�H���G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�V���R�I���S�R�V�W���Q�D�W�D�O���I�L�E�H�U�V��in 

vivo ���� �� ���6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H�����������7�K�X�V���� �R�X�U�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �S�U�R�W�R�F�R�O�� �U�H�F�D�S�L�W�X�O�D�W�H�V�� �E�R�W�K��
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�S�U�L�P�D�U�\�� �D�Q�G�� �V�H�F�R�Q�G�D�U�\�� ���I�R�H�W�D�O�����V�N�H�O�H�W�D�O�� �P�\�R�J�H�Q�H�V�L�V�� �U�H�V�X�O�W�L�Q�J�� �L�Q�� �W�K�H�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �R�I��

�V�W�U�L�D�W�H�G���F�R�Q�W�U�D�F�W�L�O�H���P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V���H�[�K�L�E�L�W�L�Q�J���D���S�K�H�Q�R�W�\�S�H���V�L�P�L�O�D�U���W�R���H�D�U�O�\���S�R�V�W���Q�D�W�D�O���I�L�E�H�U�V������

Satellite -like cell regen erative properties of the Pax- 7 positive cells produced in 

vitro  from mouse ES cells  

���,�Q�� �W�K�H�V�H���O�R�Q�J���W�H�U�P�� �F�X�O�W�X�U�H�V���� �I�D�V�W�� �0�\�+�&���S�R�V�L�W�L�Y�H�� �I�L�E�H�U�V�� �Z�H�U�H�� �L�Q�W�H�U�V�S�H�U�V�H�G�� �Z�L�W�K�� �D��

�S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �V�P�D�O�O�� �F�H�O�O�V�� �H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J�� �3�D�[������ �V�W�U�R�Q�J�O�\�� �U�H�V�H�P�E�O�L�Q�J�� �W�K�H�� �V�D�W�H�O�O�L�W�H�� �S�U�H�F�X�U�V�R�U�V��

�F�H�O�O�V�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G��in vivo���������� ������ ���)�L�J�����O�������$�I�W�H�U���������� �Z�H�H�N�V�� �L�Q�� �F�X�O�W�X�U�H���� �W�K�H�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �3�D�[����

�S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V���G�H�F�U�H�D�V�H�G���D�Q�G�� �W�K�H�� �U�H�P�D�L�Q�L�Q�J�� �F�H�O�O�V���Z�H�U�H�� �I�R�X�Q�G�� �W�L�J�K�W�O�\�� �D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �W�R�� �W�K�H��

�P�\�R�I�L�E�H�U�V�� ���)�L�J�� ���O���������0�D�Q�\�� �R�I�� �W�K�H�� �3�D�[�������F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �.�L�������Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �V�X�J�J�H�V�W�L�Q�J�� �W�K�D�W�� �W�K�H�\��

�K�D�Y�H���H�[�L�W�H�G���W�K�H���F�H�O�O���F�\�F�O�H�����'�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q�������D�Q�G���W�K�H�\�� �Z�H�U�H���V�R�P�H�W�L�P�H�V���I�R�X�Q�G���H�Q�F�O�R�V�H�G��

�L�Q���W�K�H���O�D�P�L�Q�L�Q���S�R�V�L�W�L�Y�H�� �E�D�V�D�O�� �O�D�P�L�Q�D�� �V�X�U�U�R�X�Q�G�L�Q�J�� �W�K�H�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V���D�V�� �H�[�S�H�F�W�H�G�� �I�R�U��

�V�D�W�H�O�O�L�W�H�� �F�H�O�O�V�����)�L�J�X�U�H�� ���P���� �Q�������7�K�L�V�� �G�D�W�D�� �V�X�J�J�H�V�W�� �W�K�D�W�� �F�H�O�O�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �P�D�W�X�U�H�� �P�\�R�J�H�Q�L�F��

�F�X�O�W�X�U�H�V���V�S�R�Q�W�D�Q�H�R�X�V�O�\�� �R�U�J�D�Q�L�]�H���W�R���U�H�F�U�H�D�W�H���D�� �V�D�W�H�O�O�L�W�H�� �F�H�O�O�±�O�L�N�H���Q�L�F�K�H��in vitro�����7�R�� �W�H�V�W��

�Z�K�H�W�K�H�U���W�K�H���3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��in vitro���H�[�K�L�E�L�W���V�D�W�H�O�O�L�W�H���F�H�O�O�V���S�U�R�S�H�U�W�L�H�V�����Z�H��

�J�H�Q�H�U�D�W�H�G���D���P�R�X�V�H���3�D�[�����*�)�3���W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�F���(�6�� �U�H�S�R�U�W�H�U���O�L�Q�H���L�Q���Z�K�L�F�K���*�)�3���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���L�V��

�G�U�L�Y�H�Q�� �E�\�� �D�� �3�D�[���� �%�$�&�� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�H�����:�H�� �D�O�V�R�� �L�Q�W�U�R�G�X�F�H�G�� �D�Q�� �X�E�L�T�X�L�W�R�X�V�� �U�H�S�R�U�W�H�U�� �&�$�*�*�6��

�&�)�3���L�Q���W�K�H�V�H���F�H�O�O�V���W�R���E�H���D�E�O�H���W�R���S�H�U�P�D�Q�H�Q�W�O�\���W�U�D�F�N���W�K�H�L�U���S�U�R�J�H�Q�\���L�Q���J�U�D�I�W�L�Q�J���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V����

�:�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �W�K�H�V�H�� �F�H�O�O�V�� �I�R�U�����������Z�H�H�N�V���D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �W�K�H�� �S�U�R�W�R�F�R�O�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G�� �D�E�R�Y�H��

�D�Q�G�� �)�$�&�6���V�R�U�W�H�G�� �W�K�H�� �3�D�[�����*�)�3�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V�� �Z�K�L�F�K�� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�H�G�� �D�E�R�X�W�� ������������ �R�I�� �W�K�H��

�W�R�W�D�O���V�L�Q�J�O�H���F�H�O�O���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�����:�H���Q�H�[�W���J�U�D�I�W�H�G���������������F�H�O�O�V���L�Q�W�R���W�K�H��Tibialis anterior���P�X�V�F�O�H���R�I��

�D�G�X�O�W�� �5�D�J���������� �'�P�G�P�G�[-���&�Y�� �P�L�F�H���� �2�Q�H�� �P�R�Q�W�K�� �D�I�W�H�U�� �L�Q�M�H�F�W�L�R�Q���� �Z�H�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �W�K�D�W���*�)�3��

�H�[�S�U�H�V�V�L�Q�J�� �G�R�Q�R�U�� �F�H�O�O�V���J�H�Q�H�U�D�W�H�G���I�R�F�L�� �R�I�� �I�D�V�W���0�\�+�&�����)�L�J�� ���D���E�����D�Q�G���' �\�V�W�U�R�S�K�L�Q���S�R�V�L�W�L�Y�H��

�I�L�E�H�U�V�����)�L�J�� ���F���G������ �7�K�H�� �J�U�D�I�W�H�G�� �F�H�O�O�V�� �D�O�V�R�� �F�R�Q�W�U�L�E�X�W�H�G���3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H�� �V�D�W�H�O�O�L�W�H���O�L�N�H���F�H�O�O�V��

�O�R�F�D�W�H�G�� �X�Q�G�H�U�� �W�K�H�� �E�D�V�D�O�� �O�D�P�L�Q�D�� �R�I�� �*�)�3���S�R�V�L�W�L�Y�H���I�L�E�H�U�V�����)�L�J�� ���H���J������ �7�K�H���G�R�Q�R�U���G�H�U�L�Y�H�G��

�I�L�E�H�U�V�� �Z�H�U�H�� �Z�H�O�O���D�O�L�J�Q�H�G���Z�L�W�K�� �K�R�V�W�� �I�L�E�H�U�V���� �D�Q�G�� �V�K�R�Z�H�G�� �D�� �V�P�D�O�O�H�U�� �F�U�R�V�V�� �V�H�F�W�L�R�Q�� �D�U�H�D��

�F�R�P�S�D�U�H�G�� �W�R���K�R�V�W�� �*�)�3���Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �I�L�E�H�U�V�� ���)�L�J�� ���D���G�������7�K�H�U�H�I�R�U�H���� �W�K�H�V�H�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V��

�G�H�P�R�Q�V�W�U�D�W�H�� �W�K�D�W�� �W�K�H�� �3�D�[���� �S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��in vitro���F�D�Q���E�H�K�D�Y�H�� �D�V�� �V�D�W�H�O�O�L�W�H��

�F�H�O�O�V���Z�K�H�Q���J�U�D�I�W�H�G���L�Q���D���' �\�V�W�U�R�S�K�L�Q���G�H�I�L�F�L�H�Q�W���H�Q�Y�L�U�R�Q�P�H�Q�W����
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Increased branching of dystrophin deficient mdx  ES cells differentiated to muscl e 

fibers in vitro  

�:�H�� �Q�H�[�W�� �G�H�U�L�Y�H�G�� �P�R�X�V�H�� �H�P�E�U�\�R�Q�L�F�� �V�W�H�P�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V�� �I�U�R�P���E�O�D�V�W�R�F�\�V�W�V�� �R�I���W�K�H�� �G�\�V�W�U�R�S�K�L�Q��

�P�X�W�D�Q�W��mdx���� �$�I�W�H�U�� ���� �W�R������ �Z�H�H�N�V���R�I�� �P�\�R�J�H�Q�L�F�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q��in vitro �L�Q���W�K�H�� �V�H�U�X�P���I�U�H�H��

�F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G���D�E�R�Y�H�����)�L�J�����D�������P�D�W�X�U�H���P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V���D�O�V�R���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���L�Q��mdx���(�6��

�F�H�O�O�V���F�X�O�W�X�U�H�����'�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �P�X�O�W�L�Q�X�F�O�H�D�W�H�G��mdx���I�L�E�H�U�V�� �U�H�D�F�K�H�G�� �X�S�� �W�R�����������P�L�O�O�L�P�H�W�H�U�V�� �L�Q��

�O�H�Q�J�W�K�� �Z�L�W�K�� �D�Q�� �D�Y�H�U�D�J�H�� �G�L�D�P�H�W�H�U�� �R�I�� �����������P�L�F�U�R�P�H�W�H�U�V�� �Z�K�L�F�K�� �D�U�H�� �Y�D�O�X�H�V�� �V�L�P�L�O�D�U�� �W�R�� �W�K�H��

�F�R�Q�W�U�R�O�� �I�L�E�H�U�V�����6�S�R�Q�W�D�Q�H�R�X�V�O�\�� �F�R�Q�W�U�D�F�W�L�Q�J�� �I�L�E�H�U�V�� �Z�H�U�H���D�O�V�R���R�E�V�H�U�Y�H�G�� �L�Q�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��

mdx �(�6�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� ���G�D�W�D�� �Q�R�W�� �V�K�R�Z�Q�������$�E�V�H�Q�F�H�� �R�I���' �\�V�W�U�R�S�K�L�Q���K�D�V�� �E�H�H�Q���V�X�J�J�H�V�W�H�G�� �W�R��

�Z�H�D�N�H�Q���W�K�H���I�L�E�H�U���P�H�P�E�U�D�Q�H���O�H�D�G�L�Q�J���W�R���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���R�I���P�H�P�E�U�D�Q�H���W�H�D�U�V���X�S�R�Q���F�R�Q�W�U�D�F�W�L�R�Q����

�X�O�W�L�P�D�W�H�O�\���O�H�D�G�L�Q�J���W�R���I�L�E�H�U���Q�H�F�U�R�V�L�V�������������������7�R���W�H�V�W���Z�K�H�W�K�H�U���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��mdx���I�L�E�H�U�V��in vitro��

�H�[�K�L�E�L�W���G�H�I�H�F�W�V���L�Q���P�H�P�E�U�D�Q�H���L�Q�W�H�J�U�L�W�\����mdx���D�Q�G���F�R�Q�W�U�R�O���P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V���Z�H�U�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��

�I�R�U�����������Z�H�H�N�V��in vitro���D�Q�G���W�K�H�Q���V�W�D�L�Q�H�G���Z�L�W�K���(�Y�D�Q�V���E�O�X�H������ �����'�\�H���X�S�W�D�N�H���Z�D�V���Q�R�W���G�H�W�H�F�W�H�G��

�L�Q mdx���R�U�� �L�Q�� �F�R�Q�W�U�R�O�� �I�L�E�H�U�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �L�Q�� �W�K�H�� �V�D�P�H�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�� �Z�K�H�U�H�D�V�� �L�W�� �F�R�X�O�G�� �E�H��

�R�E�V�H�U�Y�H�G�� �I�R�O�O�R�Z�L�Q�J�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �Z�L�W�K�� �V�D�S�R�Q�L�Q�� ���(�[�W�H�Q�G�H�G�� �G�D�W�D�� �)�L�J�� ��������

�6�W�U�L�N�L�Q�J�O�\���� �L�Q�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G��mdx���(�6�� �F�X�O�W�X�U�H�V���� �D�U�R�X�Q�G�� ������ ���� �R�I�� �W�K�H�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V��

�H�[�K�L�E�L�W�H�G�� �R�Q�H�� �R�U�� �P�R�U�H�� �O�D�W�H�U�D�O�� �E�U�D�Q�F�K�H�V�� ���)�L�J�� ���F���H���� �F�R�P�S�D�U�H�G�� �W�R�� �R�Q�O�\�� �D�E�R�X�W�� �������� �R�I��

�E�U�D�Q�F�K�H�G���I�L�E�H�U�V���R�E�V�H�U�Y�H�G���L�Q���F�R�Q�W�U�R�O���F�X�O�W�X�U�H�����)�L�J�����D���E�������)�L�E�H�U�V���V�K�R�Z�L�Q�J���P�X�O�W�L�S�O�H���E�U�D�Q�F�K�H�V��

�U�H�V�X�O�W�L�Q�J�� �L�Q�� �D�� �V�W�D�U���O�L�N�H�� �D�V�S�H�F�W�� �Z�H�U�H�� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�O�\�� �U�H�V�W�U�L�F�W�H�G�� �W�R��mdx���F�X�O�W�X�U�H�V�� ���)�L�J�� ���G���H������

�:�K�L�O�H���V�D�U�F�R�P�H�U�H�V���D�S�S�H�D�U�H�G���J�U�R�V�V�O�\���Q�R�U�P�D�O���Z�L�W�K���D�Q���D�Y�H�U�D�J�H���O�H�Q�J�W�K���R�I�����������P�L�F�U�R�P�H�W�H�U�V����

�E�X�Q�G�O�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�� �P�\�R�I�L�E�U�L�O�V�� �D�O�R�Q�J�� �W�K�H��mdx���I�L�E�H�U�V�� �Z�D�V�� �R�I�W�H�Q�� �G�L�V�U�X�S�W�H�G���� �S�U�H�V�H�Q�W�L�Q�J�� �W�L�O�W�V�� �R�U��

�W�Z�L�V�W�V�����)�L�J�����F���G�����U�H�V�H�P�E�O�L�Q�J���W�K�R�V�H���U�H�S�R�U�W�H�G��in vivo���I�R�U��mdx���I�L�E�H�U�V������ ������

Transposition of the mouse differentiation protocol to huma n iPS cells allows 

efficient production of long striated contractile muscle fibers and Pax- 7 positive 

cells  

�)�L�Q�D�O�O�\���� �Z�H���V�H�W���R�X�W���W�R���D�G�D�S�W���R�X�U���P�\�R�J�H�Q�L�F���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���W�R���K�X�P�D�Q���L�3�6���F�H�O�O�V����

�:�H���I�L�U�V�W�� �F�X�O�W�X�U�H�G���L�3�6�� �F�H�O�O�V���D�V�� �V�L�Q�J�O�H�� �F�H�O�O�V���I�R�U������ �G�D�\�V���L�Q�� �V�H�U�X�P���I�U�H�H�� �P�H�G�L�X�P�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J��

�&�K�L�U���D�Q�G���/�'�1���������������� �I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���F�X�O�W�X�U�H���L�Q���V�H�U�X�P���I�U�H�H���P�H�G�L�X�P���F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J���,�*�)���������+�*�)��

�D�Q�G���)�*�)�������J�U�R�Z�W�K���I�D�F�W�R�U�V�����)�L�J�����D�������$�I�W�H�U���������G�D�\�V���L�Q���F�X�O�W�X�U�H�����O�D�U�J�H���I�L�H�O�G�V���F�R�P�S�U�L�V�L�Q�J���I�D�V�W��



 11 

�0�\�+�&���S�R�V�L�W�L�Y�H�����)�L�J�����E�����H�����D�Q�G���0�\�R�J�H�Q�L�Q���S�R�V�L�W�L�Y�H�����)�L�J�����F�����I�L�E�H�U�V���D�Q�G���3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V��

���)�L�J�� ���G�����Z�H�U�H�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �L�Q���W�K�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�Q�J�� �K�L�3�6���F�X�O�W�X�U�H�����%�H�W�Z�H�H�Q�� ������ �D�Q�G�� ������ �G�D�\�V�� �R�I��

�F�X�O�W�X�U�H�����Z�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���O�D�U�J�H���Q�X�P�E�H�U�V���R�I���0�\�+�&���S�R�V�L�W�L�Y�H���I�L�E�H�U�V���P�R�U�H���W�K�D�Q���R�Q�H���P�L�O�O�L�P�H�W�H�U��

�O�R�Q�J���Z�K�L�F�K���Z�H�U�H���L�Q�W�H�U�P�L�Q�J�O�H�G���Z�L�W�K���3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V�����)�L�J�����G���I�����G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q���������%�\������

�Z�H�H�N�V���� �D�U�R�X�Q�G�� �������� �R�I���0�\�R�J���S�R�V�L�W�L�Y�H�� �Q�X�F�O�H�L�� �D�Q�G�� �������� �R�I�� �3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H�� �Q�X�F�O�H�L���Z�H�U�H��

�R�E�V�H�U�Y�H�G���L�Q�� �W�K�H�� �F�X�O�W�X�U�H�V�����7�K�H�� �P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V�� �V�K�R�Z�H�G���R�U�J�D�Q�L�]�H�G�� �V�D�U�F�R�P�H�U�H�V�� �D�V��

�H�Y�L�G�H�Q�F�H�G�� �E�\�� �W�K�H�� �S�H�U�L�R�G�L�F�� �G�L�V�W�U�L�E�X�W�L�R�Q�� �R�I���W�K�H���V�D�U�F�R�P�H�U�L�F�� �S�U�R�W�H�L�Q�V���7�L�W�L�Q���D�Q�G���I�D�V�W�� �0�\�+�&��

���)�L�J�����K���M�������)�X�U�W�K�H�U�P�R�U�H�����W�Z�L�W�F�K�L�Q�J���R�I���W�K�H�V�H���V�W�U�L�D�W�H�G���I�L�E�H�U�V���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G��in vitro���L�Q�G�L�F�D�W�L�Q�J��

�W�K�D�W�� �W�K�H�L�U�� �V�D�U�F�R�P�H�U�L�F�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�W�L�R�Q�� �L�V�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�� ���6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �P�R�Y�L�H�������6�W�U�L�N�L�Q�J�O�\���� �W�K�H��

�G�L�D�P�H�W�H�U�� �R�I�� �W�K�H�� �K�X�P�D�Q�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V���J�H�Q�H�U�D�W�H�G��in vitro���Z�D�V�� �T�X�L�W�H�� �V�P�D�O�O�H�U�� �W�K�D�Q�� �W�K�D�W�� �R�I��

�P�R�X�V�H���I�L�E�H�U�V���G�H�V�S�L�W�H���D���F�R�P�S�D�U�D�E�O�H���O�H�Q�J�W�K�����6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\���7�D�E�O�H�����������0�D�Q�\���R�I���W�K�H���3�D�[����

�S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �D�O�V�R�� �.�L�������Q�H�J�D�W�L�Y�H���D�Q�G�� �Z�H�U�H�� �R�I�W�H�Q���I�R�X�Q�G�� �O�L�Q�L�Q�J�� �W�K�H�� �0�\�+�&���S�R�V�L�W�L�Y�H��

�I�L�E�H�U�V�� ���)�L�J���� �I�������7�K�H�� �W�R�W�D�O�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I���3�D�[�����S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�O�\�� �G�H�F�U�H�D�V�H�G�� �D�I�W�H�U�� ������
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Figure  Legends  
 
Fig 1: Molecular profiling of early stages of paraxial mesoderm differentiation  
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Fig 2 : In vitro  differentiation of ES cell s toward a Presomitic mesoderm -like fate   
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Fig 3: Differentiation of multinucleated striated muscle fibers and associated 

Pax7-positive  cells from mouse ES cells in vitro   
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Fig 4: Graft of purified Pax7-positive  cells differentiated in vitro into adult mdx  

muscles  
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Fig 5 : Muscle fibers differentiated in vitro  from dystrophin- deficient mdx  ES cells 

show an abnormal branching phenotype  
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Fig 6: Myogenic differentiation of human iPS cells  
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Online Methods  
 
Generation of mouse reporter and mdx  ES cell line  
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Pax3-GFP  line. Pax3GFP���(�6�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G�� �E�\�� �K�R�P�R�O�R�J�R�X�V�� �U�H�F�R�P�E�L�Q�D�W�L�R�Q��

�X�V�L�Q�J���D���W�D�U�J�H�W�L�Q�J���F�R�Q�V�W�U�X�F�W���G�H�U�L�Y�H�G���I�U�R�P���W�K�D�W���G�H�V�F�U�L�E�H�G���L�Q������ �����%�U�L�H�I�O�\�����W�K�H��Pax3GFP(Gene 

X-IRESnLacZ)���D�O�O�H�O�H�� �F�R�Q�W�D�L�Q�V�� �������� �N�E�� �R�I�� �W�K�H�� ���¶�� �J�H�Q�R�P�L�F�� �U�H�J�L�R�Q�� �R�I��Pax3���� �E�X�W�� �O�D�F�N�V�� �W�K�H��

�F�R�G�L�Q�J���V�H�T�X�H�Q�F�H���R�I���H�[�R�Q���������D�Q�G�������N�E���R�I���W�K�H�����¶���V�H�T�X�H�Q�F�H���Z�K�L�F�K���F�R�Q�W�D�L�Q�V���H�[�R�Q�V�������������7�K�H��

�L�Q�V�H�U�W���F�R�Q�V�W�U�X�F�W���L�V���F�R�P�S�R�V�H�G���R�I���W�K�H���F�R�G�L�Q�J���V�H�T�X�H�Q�F�H���I�R�U���*�)�3�����I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���D���3�X�U�R�P�\�F�L�Q��

�V�H�O�H�F�W�L�R�Q�� �F�D�V�V�H�W�W�H�� �I�O�D�Q�N�H�G�� �E�\�� �)�5�7�� �V�L�W�H�V���� �7�K�H�� �W�D�U�J�H�W�L�Q�J�� �Y�H�F�W�R�U�� �Z�D�V�� �H�O�H�F�W�U�R�S�R�U�D�W�H�G�� �L�Q�W�R��

�&�.���������(�6���F�H�O�O�V�����������6�Y���J�H�Q�H�W�L�F���E�D�F�N�J�U�R�X�Q�G�������� �����(�6���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���V�H�O�H�F�W�H�G���D�Q�G���V�F�U�H�H�Q�H�G���I�R�U��

�U�H�F�R�P�E�L�Q�D�W�L�R�Q���H�Y�H�Q�W�V���E�\���6�R�X�W�K�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�\�V�L�V���X�V�L�Q�J���(�F�R�5�9���G�L�J�H�V�W�L�R�Q���D�Q�G���D�����¶���I�O�D�Q�N�L�Q�J��

�S�U�R�E�H�����7�K�H���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�O�R�Q�H�V���Z�H�U�H���I�X�U�W�K�H�U���Y�H�U�L�I�L�H�G���E�\���X�V�L�Q�J�����¶���H�[�W�H�U�Q�D�O���D�Q�G���L�Q�W�H�U�Q�D�O���S�U�R�E�H�V����
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�7�D�U�J�H�W�H�G�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �U�H�F�R�Y�H�U�H�G�� �Z�L�W�K�� �D�� ���������� �I�U�H�T�X�H�Q�F�\���� �D�Q�G�� �H�I�I�L�F�L�H�Q�W�� �J�H�U�P�O�L�Q�H��

�W�U�D�Q�V�P�L�V�V�L�R�Q�� �Z�D�V�� �X�V�H�G�� �W�R�� �D�V�V�D�\�� �F�H�O�O�V�¶�� �S�O�X�U�L�S�R�W�H�Q�F�\���� �,�Q�� �R�U�G�H�U�� �W�R�� �J�H�Q�H�U�D�W�H��Pax3GFP���(�6��

�F�H�O�O�V���� �W�D�U�J�H�W�H�G�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �H�O�H�F�W�U�R�S�R�U�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �D�� �F�R�Q�V�W�U�X�F�W�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� �W�K�H�� �)�/�3��

�U�H�F�R�P�E�L�Q�D�V�H����

Myog -repV line.  �7�K�H���V�D�P�H���V�W�U�D�W�H�J�\���D�V���I�R�U���0�V�J�Q�����U�H�S�9���Z�D�V���X�V�H�G���Z�L�W�K���W�K�H���0�\�R�J���U�H�S�9��

�W�U�D�Q�V�J�H�Q�H�� �X�V�L�Q�J�� �D�� �������N�E�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �R�I�� �W�K�H�� �P�R�X�V�H��Myogenin ���S�U�R�P�R�W�H�U������ ������ �2�Q�H�� �F�O�R�Q�H����

�F�D�O�O�H�G�� �0�\�R�J���U�H�S�9���� �V�K�R�Z�H�G�� �F�R�O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�� �U�H�S�R�U�W�H�U�� �Z�L�W�K�� �W�K�H��

�H�Q�G�R�J�H�Q�R�X�V�� �0�\�R�J�H�Q�L�Q���S�U�R�W�H�L�Q�� �L�Q�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �I�U�R�P�� �H�P�E�U�\�R�L�G�� �E�R�G�L�H�V�� �D�V��

�G�H�V�F�U�L�E�H�G�������D�Q�G���Z�D�V���V�H�O�H�F�W�H�G���I�R�U���I�X�U�W�K�H�U���V�W�X�G�L�H�V����

Pax7-GFP blue line.  �3�D�[�����*�)�3���P�(�6���F�O�R�Q�H�V���Z�H�U�H���G�H�U�L�Y�H�G���I�U�R�P���W�K�H���W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�F���P�L�F�H��

�7�J���� �3�D�[�����Q�*�)�3�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G�� �L�Q������ ���� �&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H���F�X�O�W�X�U�H�G�� �L�Q�� �P�H�G�L�X�P�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� ���—�0��

�3�'���������������� ���7�R�F�U�L�V���� �6�W�H�P�J�H�Q�W���� �D�Q�G�� ���—�0�� �&�+�,�5�2�1������������ ���&�K�L�U���� �7�R�F�U�L�V���� �6�W�H�P�J�H�Q�W���� �����L��

�P�H�G�L�X�P�����D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G������ �����&�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�D�Q�V�I�H�F�W�H�G���Z�L�W�K���D�Q���X�E�L�T�X�L�W�R�X�V���U�H�S�R�U�W�H�U���F�R�Q�W�U�X�F�W��

�F�R�P�S�R�V�H�G�� �R�I�� �&�$�*�*���Q�O�V�&�)�3�� �I�R�O�O�R�Z�H�G�� �E�\���W�K�H�� �6�9������ �S�R�O�\���D�G�H�Q�\�O�D�W�L�R�Q�� �V�H�T�X�H�Q�F�H�� �D�Q�G�� �D��

�S�X�U�R�P�\�F�L�Q�� �U�H�V�L�V�W�D�Q�F�H�� �F�D�V�V�H�W�W�H�� �I�O�D�Q�N�H�G�� �E�\�� �)�5�7�� �V�L�W�H�V���� �3�L�F�N�H�G�� �F�O�R�Q�H�V�� �Z�H�U�H�� �L�V�R�O�D�W�H�G�� �D�Q�G��

�I�X�U�W�K�H�U�� �D�P�S�O�L�I�L�H�G�� �E�\�� �S�D�V�V�D�J�H�V�� �L�Q�� ���L�� �P�H�G�L�X�P���� �7�Z�R�� �F�O�R�Q�H�V�� �Z�H�U�H�� �I�X�U�W�K�H�U�� �V�H�O�H�F�W�H�G�� �I�R�U��

�P�\�R�J�H�Q�L�F���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���D�Q�G���J�U�D�I�W�L�Q�J���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�����7�K�H���3�D�[�����*�)�3���O�D�E�H�O���L�V���Q�H�F�H�V�V�D�U�\���W�R��

�V�R�U�W�� �W�K�H�� �F�H�O�O�V�� �W�R�� �E�H�� �J�U�D�I�W�H�G�� �D�Q�G�� �W�K�H�� �&�)�3�� �O�D�E�H�O�� �L�V�� �U�H�T�X�L�U�H�G�� �W�R�� �W�U�D�F�N�� �W�K�H�� �G�H�V�F�H�Q�G�D�Q�W�V�� �R�I��

�W�K�H�V�H�� �F�H�O�O�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �K�R�V�W���� �7�K�X�V�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V�� �G�H�U�L�Y�L�Q�J�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �J�U�D�I�W�H�G�� �3�D�[������ �F�H�O�O�V�� �D�U�H��

�H�[�S�H�F�W�H�G���W�R���H�[�S�U�H�V�V���R�Q�O�\���&�)�3���Z�K�H�U�H�D�V���V�D�W�H�O�O�L�W�H���F�H�O�O�V���G�H�U�L�Y�H�G���I�U�R�P���W�K�H���J�U�D�I�W�H�G���F�H�O�O�V���D�U�H��

�H�[�S�H�F�W�H�G���W�R���H�[�S�U�H�V�V���E�R�W�K���*�)�3���D�Q�G���&�)�3�����:�K�L�O�H���*�)�3���D�Q�G���&�)�3���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���L�V���H�[�S�H�F�W�H�G���W�R��

�E�H���Q�X�F�O�H�D�U���Z�H���K�D�Y�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���O�H�D�N�D�J�H���R�I�� �W�K�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W���S�U�R�W�H�L�Q�V���W�R���W�K�H���V�D�U�F�R�S�O�D�V�P���R�I��

�P�X�V�F�O�H���I�L�E�H�U�V���L�Q���Z�K�L�F�K���E�R�W�K���F�\�W�R�S�O�D�V�P�L�F���D�Q�G���Q�X�F�O�H�D�U���V�W�D�L�Q�L�Q�J���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G����

Mdx ES cells.  mdx�� �P�(�6�� �F�O�R�Q�H�V�� �Z�H�U�H�� �G�H�U�L�Y�H�G�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �G�\�V�W�U�R�S�K�L�Q�� �P�X�W�D�Q�W��mdx��

�K�R�P�R�]�\�J�R�X�V���K�H�P�L�]�\�J�R�X�V�� �E�O�D�V�W�R�F�\�V�W�V�� �R�I�� �W�K�H�� �&�����%�/�������� �J�H�Q�H�W�L�F�� �E�D�F�N�J�U�R�X�Q�G�� ���-�D�F�N�V�R�Q��

�O�D�E�R�U�D�W�R�U�\�����F�X�O�W�X�U�H�G���L�Q�����L���P�H�G�L�X�P���D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G������ �������7�H�Q���F�O�R�Q�H�V���Z�H�U�H���L�V�R�O�D�W�H�G���E�\���S�L�F�N�L�Q�J��

�D�Q�G���I�X�U�W�K�H�U�� �D�P�S�O�L�I�L�H�G�� �E�\�� �S�D�V�V�D�J�H�V�� �L�Q�����L�� �P�H�G�L�X�P�����7�Z�R�� �F�O�R�Q�H�V�� ���P�D�O�H���� �K�H�P�L�]�\�J�R�X�V���� �Z�H�U�H��

�I�X�U�W�K�H�U�� �V�H�O�H�F�W�H�G�� �I�R�U�� �W�K�H�� �P�\�R�J�H�Q�L�F�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �V�W�X�G�\���� �/�D�E�H�O�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�� �P�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V��

�G�H�U�L�Y�H�G���I�U�R�P���W�K�H��mdx���(�6�� �F�H�O�O�V���Z�L�W�K���D�Q���D�Q�W�L���G�\�V�W�U�R�S�K�L�Q���D�Q�W�L�E�R�G�\�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�G���W�K�H���D�E�V�H�Q�F�H��
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�R�I���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q�����G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q������

 

Mouse ES Cell culture and differentiation  

Maintenance. ���8�Q�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���P�R�X�V�H���(�6���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���F�X�O�W�X�U�H�G���R�Q���I�H�H�G�H�U�V���R�I���P�L�W�R�P�\�F�L�Q��

�&�� �L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�H�G�� �P�R�X�V�H�� �H�P�E�U�\�R�Q�L�F�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�V�� �D�W�� �����ƒ�&�� �L�Q�� ������ �&�2������ �L�Q�� �D�� �P�D�L�Q�W�H�Q�D�Q�F�H��

�P�H�G�L�X�P�� �F�R�P�S�R�V�H�G�� �R�I�� �'�0�(�0�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �������� �I�H�W�D�O�� �E�R�Y�L�Q�H�� �V�H�U�X�P�� ���0�L�O�O�L�S�R�U�H������

�S�H�Q�L�F�L�O�O�L�Q���� �V�W�U�H�S�W�R�P�\�F�L�Q���� ���P�0�� �/���*�O�X�W�D�P�L�Q�H���� �������P�0�� �Q�R�Q�� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�� �D�P�L�Q�R�� �D�F�L�G�V���� ���������� ����

�P�H�U�F�D�S�W�R�H�W�K�D�Q�R�O�� �������������� �8���P�/�� �/�,�)�� �D�Q�G�� ���L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V������ ���� �&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �S�D�V�V�D�J�H�G�� �E�\��

�W�U�\�S�V�L�Q�L�]�D�W�L�R�Q�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q������ �3�U�L�R�U�� �W�R�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �S�D�V�V�D�J�H�G�� �R�Q�F�H�� �R�Q�W�R��

�J�H�O�D�W�L�Q���F�R�D�W�H�G�����I�H�H�G�H�U���I�U�H�H���F�X�O�W�X�U�H���S�O�D�W�H�V��������

Serum -free differentiation of mouse ES cells toward a PSM- like fate. �(�6���F�H�O�O�V���Z�H�U�H��

�W�U�\�S�V�L�Q�L�]�H�G���D�Q�G���S�O�D�W�H�G���D�W���Y�D�U�L�R�X�V���G�H�Q�V�L�W�L�H�V���L�Q���J�H�O�D�W�L�Q���F�R�D�W�H�G�����I�H�H�G�H�U���I�U�H�H������������ ������ �D�Q�G������

�Z�H�O�O�� �S�O�D�W�H�V�� �G�L�U�H�F�W�O�\�� �L�Q�� �V�H�U�X�P���I�U�H�H�� �1���%������ �P�H�G�L�X�P�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� ������ �.�Q�R�F�N���R�X�W��

�6�H�U�X�P�� �5�H�S�O�D�F�H�P�H�Q�W�� ���.�6�5���� �*�L�E�F�R������ ���������� �%�R�Y�L�Q�H�� �V�H�U�X�P�� �D�O�E�X�P�L�Q�� ���*�L�E�F�R���� �D�Q�G�� �%�0�3�����D�W��

�����Q�J���P�/�� ���3�H�S�U�R�W�H�F�K�����I�R�U������ �G�D�\�V���� �&�H�O�O�V���Z�H�U�H�� �W�K�H�Q���F�K�D�Q�J�H�G���W�R���D���'�0�(�0���E�D�V�H�G���P�H�G�L�X�P����

�Z�L�W�K�� �������� �.�6�5���� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �U�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W�� �����Q�J���P�/�� �5�V�S�R�������3�H�S�U�R�W�H�F�K���� �5�	�'��

�%�L�R�V�\�V�W�H�P�V������ ���������� �'�0�6�2�� ���6�L�J�P�D������ �D�Q�G�����������0�� �/�'�1�������������� ���7�R�F�U�L�V���� �0�L�O�W�H�Q�\�L��

�%�L�R�W�H�F���6�W�H�P�J�H�Q�W�������5�'�/�� �P�H�G�L�X�P���� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V���� �$�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�O�\�����5�V�S�R���� �Z�D�V�� �U�H�S�O�D�F�H�G�� �Z�L�W�K��

�&�+�,�5�2�1������������ ���&�K�L�U���� �7�R�F�U�L�V���� �6�W�H�P�J�H�Q�W���� �D�W�� �����0�����'�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H��

�S�H�U�I�R�U�P�H�G���D�W���O�H�D�V�W���������W�L�P�H�V���L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�O�\����

Serum -free Myogenic differentiation of the mouse PSM -like cells �$�I�W�H�U���W�K�H�������G�D�\�V���R�I��

�F�X�O�W�X�U�H�� �L�Q�� �5�'�/�� �R�U�� �&�'�/�� �P�H�G�L�X�P���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �F�K�D�Q�J�H�G�� �W�R�� �D�� �'�0�(�0���E�D�V�H�G�� �P�H�G�L�X�P�� �Z�L�W�K��

���������.�6�5���������������%�6�$���V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G���Z�L�W�K�������Q�J���P�O���+�*�)���������Q�J���P�O�����,�*�)�������������Q�J���P�O���)�*�)������

���3�H�S�U�R�W�H�F�K���� �5�	�'�� �%�L�R�V�\�V�W�H�P�V���� �D�Q�G�����������0���/�'�1 �������������� ���+�,�)�/�� �P�H�G�L�X�P�����I�R�U������ �G�D�\�V�����$�I�W�H�U��

�G�D�\�� ���� �R�I�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �R�Q�O�\���+�*�)���� �,�*�)�������� �)�*�)������ �Z�H�U�H�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� ���+�,�)�� �P�H�G�L�X�P������

�0�H�G�L�D�� �Z�D�V�� �F�K�D�Q�J�H�G���H�Y�H�U�\�� �R�W�K�H�U�� �G�D�\���� �/�R�Q�J�±�W�H�U�P���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H��

�S�H�U�I�R�U�P�H�G���D�W���O�H�D�V�W���������W�L�P�H�V���L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�O�\�����R�Q���P�R�U�H���W�K�D�Q�������G�L�I�I�H�U�H�Q�W���P�R�X�V�H���(�6���F�H�O�O���O�L�Q�H�V����

��

��
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Human PS Cell culture and differentiation  

Maintenance. ���8�Q�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���K�X�P�D�Q���K�L�3�6�������D���� ���D�Q�G���+������ �����K�(�6���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���F�X�O�W�X�U�H�G���R�Q��

�0�D�W�U�L�J�H�O�� ���%�'�� �%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V�������F�R�D�W�H�G�� �G�L�V�K�H�V�� �L�Q�� �P�7�H�6�5���P�H�G�L�D�� ���6�W�H�P�F�H�O�O�� �7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V������

�&�H�O�O�V���Z�H�U�H���S�D�V�V�D�J�H�G���D�V���D�J�J�U�H�J�D�W�H�V������

Serum -free Myogenic differe ntiation  of the human iPS  cells . �K�3�6�� �F�R�O�R�Q�L�H�V�� �Z�H�U�H��

�G�L�V�V�R�F�L�D�W�H�G���Z�L�W�K���$�F�F�X�W�D�V�H�����6�W�H�P�F�H�O�O���7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V�����D�Q�G���S�O�D�W�H�G���D�V���V�L�Q�J�O�H���F�H�O�O�V���S�H�U���Z�H�O�O���R�Q��

�0�D�W�U�L�J�H�O�����F�R�D�W�H�G���������D�Q�G���������Z�H�O�O���S�O�D�W�H�V�����D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�����������������������F�H�O�O�V���F�P�������L�Q���P�7�H�6�5����

�V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �5�2�&�.�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� ���<���������������� �6�L�J�P�D���� �I�R�U�� �R�Q�H�� �G�D�\���� �7�K�H�� �P�H�G�L�X�P�� �Z�D�V��

�F�K�D�Q�J�H�G�� �W�R�� �D�� �'�0�(�0���E�D�V�H�G�� �P�H�G�L�X�P�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �,�Q�V�X�O�L�Q���7�U�D�Q�V�I�H�U�U�L�Q���6�H�O�H�Q�L�X�P��

���,�7�6���� �*�L�E�F�R������ ���—�0�� �&�+�,�5�2�1������������ ���$�[�R�Q�� �0�H�G�&�K�H�P���� �7�R�F�U�L�V���� �D�Q�G�� ���������0�� �/�'�1��������������

���0�L�O�W�H�Q�\�L���%�L�R�W�H�F���6�W�H�P�J�H�Q�W�������&�/���P�H�G�L�X�P���������$�W���G�D�\�������������Q�J���P�O���)�*�)���������5�	�'���6�\�V�W�H�P�V�����Z�D�V��

�D�G�G�H�G�� �I�R�U�� �D�G�G�L�W�L�R�Q�D�O�� ���� �G�D�\�V���� �$�I�W�H�U�� �� ���� �G�D�\�V�� �R�I�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �F�K�D�Q�J�H�G�� �W�R�� �D��

�'�0�(�0�� �E�D�V�H�G���P�H�G�L�X�P���V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G���Z�L�W�K�������Q�J���P�O�����+�*�)���������Q�J���P�O�����,�*�)�������������Q�J���P�O���)�*�)��

���� ���5�	�'�� �6�\�V�W�H�P�V���� �D�Q�G�� ���������0�� �/�'�1�������������� ���+�,�)�/�� �P�H�G�L�X�P���� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V���� �$�I�W�H�U�� �G�D�\�� ���� �R�I��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �F�X�O�W�X�U�H�G�� �L�Q���'�0�(�0���� �������� �.�6�5���� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G���Z�L�W�K������ �Q�J���P�O��

�,�*�)�����I�R�U�� ���� �G�D�\�V���� �D�Q�G�� �W�K�H�Q�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �E�R�W�K�� ������ �Q�J���P�O�� �+�*�)�� �D�Q�G�� ���� �Q�J���P�O�� �,�*�)������

�D�I�W�H�U�� �G�D�\�������� �0�H�G�L�D�� �Z�D�V�� �F�K�D�Q�J�H�G���H�Y�H�U�\�� �G�D�\�� �X�Q�W�L�O�� �G�D�\�������� �D�Q�G�� �H�Y�H�U�\�� �V�H�F�R�Q�G�� �G�D�\��

�W�K�H�U�H�D�I�W�H�U�����/�R�Q�J�±�W�H�U�P���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �D�W�� �O�H�D�V�W�� ������ �W�L�P�H�V��

�L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�O�\���� �R�Q�� ���� �X�Q�U�H�O�D�W�H�G�� �K�L�3�6�� �D�Q�G�� �R�Q�H�� �K�(�6�� �O�L�Q�H�V�����$�O�O�� �K�X�P�D�Q�� �L�3�6�� �D�Q�G�� �(�6��

�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V���Z�H�U�H�� �G�R�Q�H�� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �O�R�F�D�O�� �U�H�J�X�O�D�W�L�R�Q�V�� ���,�*�%�0�&�� �D�Q�G���%�U�L�J�K�D�P�� �D�Q�G��

�:�R�P�H�Q�
�V���+�R�V�S�L�W�D�O�����D�Q�G���L�Q���D�J�U�H�H�P�H�Q�W���Z�L�W�K���Q�D�W�L�R�Q�D�O���D�Q�G���L�Q�W�H�U�Q�D�W�L�R�Q�D�O���J�X�L�G�H�O�L�Q�H�V����

Flow cytometry analysis and FACS  

Analysis. ���&�H�O�O�V���Z�H�U�H���G�L�V�V�R�F�L�D�W�H�G���E�\���W�U�\�S�V�L�Q�L�]�D�W�L�R�Q���D�Q�G���D�Q�D�O�\�]�H�G���E�\���I�O�R�Z���F�\�W�R�P�H�W�U�\���R�Q���D��

�)�$�&�6�� �F�D�O�L�E�X�U�� ���%�'�� �%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V���� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �*�)�3�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���� �*�D�W�L�Q�J�� �Z�D�V�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G��

�I�R�U���H�D�F�K���U�H�S�R�U�W�H�U���O�L�Q�H���X�V�L�Q�J���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�L�Q�J���X�Q�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���F�X�O�W�X�U�H���D�V���D���E�D�V�H�O�L�Q�H���F�R�Q�W�U�R�O����

�'�D�W�D���D�U�H���U�H�S�U�H�V�H�Q�W�H�G�����D�V�������R�I���*�)�3���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V���L�Q���W�K�H���F�X�O�W�X�U�H����

Sorting. �0�V�J�Q�����U�H�S�9���� ���0������ �D�Q�G�� �3�D�[���*�)�3���� �� ���3������ �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �L�V�R�O�D�W�H�G�� �E�\�� �)�$�&�6�� �I�U�R�P��

�0�V�J�Q�����U�H�S�9�� �D�Q�G�� �3�D�[�����*�)�3�� �F�H�O�O�V���U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V�� �D�Q�G�� ���� �G�D�\�V�� �L�Q��

�5�'�/�� ���R�U�� �&�'�/���� �P�H�G�L�X�P���� �*�D�W�H�G�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �Z�H�U�H�� �V�R�U�W�H�G�� �H�L�W�K�H�U�� �R�Q�� �)�$�&�6�� �$�U�L�D�� ���%�'��



 28 

�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V���� �R�U�� �6���� �F�H�O�O�� �V�R�U�W�H�U�� ���%�L�R�U�D�G������ �3�D�[�����*�)�3���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �L�V�R�O�D�W�H�G���I�U�R�P�� �W�K�H�� �3�D�[����

�*�)�3���E�O�X�H���(�6���O�L�Q�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���I�R�U�����������Z�H�H�N�V���L�Q���V�H�U�X�P���I�U�H�H���P�H�G�L�X�P�����'�D�W�D���Z�H�U�H���I�X�U�W�K�H�U��

�D�Q�D�O�\�]�H�G�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �)�O�R�Z�-�R�� �V�R�I�W�Z�D�U�H���� �6�R�U�W�H�G�� �S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V�� �Z�H�U�H�� �H�L�W�K�H�U�� �S�U�R�F�H�V�V�H�G�� �I�R�U��

�P�L�F�U�R�D�U�U�D�\���D�Q�D�O�\�V�L�V�����4�5�7���3�&�5���R�U���I�R�U���W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�D�W�L�R�Q���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V����

Quantitative RT -PCR 

�7�R�W�D�O�� �5�1�$�� �Z�D�V�� �H�[�W�U�D�F�W�H�G�� �I�U�R�P�� �(�6�� �F�H�O�O�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �X�V�L�Q�J�� �7�U�L�]�R�O�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q���� �R�U�� �Z�L�W�K�� �W�K�H��

�5�1�H�D�V�\���P�L�F�U�R���N�L�W�����4�L�D�J�H�Q�������5�7���3�&�5���Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���R�Q�����Q�J���W�R�W�D�O���5�1�$���X�V�L�Q�J���4�X�D�Q�W�L�)�D�V�W��

�6�<�%�5���*�U�H�H�Q���5�7���3�&�5���.�L�W�����4�L�D�J�H�Q�����D�Q�G���J�H�Q�H���V�S�H�F�L�I�L�F���S�U�L�P�H�U�V�����3�U�L�P�H�U�E�D�Q�N�����D�Q�G���U�X�Q���R�Q���D��

�/�L�J�K�W�&�\�F�O�H�U�� �������,�,�� ���5�R�F�K�H������ �%�H�W�D���$�F�W�L�Q�� �Z�D�V�� �X�V�H�G�� �D�V�� �D�Q�� �L�Q�W�H�U�Q�D�O�� �F�R�Q�W�U�R�O���� �)�R�U�� �P�R�X�V�H��

�W�D�L�O���3�6�0�� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H���� �P�R�X�V�H�� �(�������� �W�D�L�O�V�� �Z�H�U�H�� �P�L�F�U�R�G�L�V�V�H�F�W�H�G�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �W�R�� �W�K�H�� �O�H�Y�H�O�� �R�I�� �W�K�H��

�I�R�U�P�L�Q�J�� �V�R�P�L�W�H�� ���6������ �D�Q�G�� �S�R�R�O�H�G�� �I�R�U�� �W�R�W�D�O�� �5�1�$�� �H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q���� �)�R�U�� �H�P�E�U�\�R�Q�L�F�� �D�Q�G�� �I�R�H�W�D�O��

�P�X�V�F�O�H�� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H�V���� �P�R�X�V�H�� �(���������� �W�U�X�Q�N�� �P�X�V�F�O�H�V�� �D�Q�G�� �P�R�X�V�H�� �(���������� �E�D�F�N�� �P�X�V�F�O�H�V�� �Z�H�U�H��

�P�L�F�U�R�G�L�V�V�H�F�W�H�G���I�R�U���W�R�W�D�O���5�1�$���H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q����

Microarrays generation and analysis  

Generation of the PSM microarray series. �0�L�F�U�R�G�L�V�V�H�F�W�L�R�Q�V�� �R�I�� �&�'���� �P�R�X�V�H�� �(��������

�H�P�E�U�\�R�V�� �Z�H�U�H�� �G�R�Q�H�� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�O�\�� �D�V�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G������ ���� �&�D�X�G�R���U�R�V�W�U�D�O�� �V�H�U�L�H�V�� �R�I�� �F�R�Q�V�H�F�X�W�L�Y�H��

�a�������� �—�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �F�R�O�O�H�F�W�H�G���� �����V�H�U�L�H�V�� �R�I�� ���� �I�U�D�J�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G���� �I�U�R�P�� �W�K�H��

�W�D�L�O�E�X�G���W�R���W�K�H���Q�H�Z�O�\�� �I�R�U�P�H�G���V�R�P�L�W�H�����6������ �O�H�Y�H�O�����)�L�J�� ���D���E������ �5�1�$���I�U�R�P���H�D�F�K���I�U�D�J�P�H�Q�W���Z�D�V��

�H�[�W�U�D�F�W�H�G���Z�L�W�K���7�U�L�]�R�O�����,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�����D�Q�G���X�V�H�G���W�R���J�H�Q�H�U�D�W�H���S�U�R�E�H�V���K�\�E�U�L�G�L�]�H�G���R�Q���*�H�Q�H�&�K�L�S��

�0�R�X�V�H���*�H�Q�R�P�H�������������������D�U�U�D�\�V��  

Microarrays. ���%�L�R�W�L�Q�\�O�D�W�H�G�� �F�5�1�$�� �W�D�U�J�H�W�V�� �Z�H�U�H�� �S�U�H�S�D�U�H�G�� �I�U�R�P�� �W�R�W�D�O�� �5�1�$�� �X�V�L�Q�J�� �D�� �G�R�X�E�O�H��

�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �S�U�R�W�R�F�R�O�� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �W�K�H�� �*�H�Q�H�&�K�L�S�Š�� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �$�Q�D�O�\�V�L�V�� �7�H�F�K�Q�L�F�D�O��

�0�D�Q�X�D�O�����7�Z�R���&�\�F�O�H���7�D�U�J�H�W���/�D�E�H�O�L�Q�J���$�V�V�D�\�����3���1�����������������5�H�Y���������$�I�I�\�P�H�W�U�L�[�����6�D�Q�W�D���&�O�D�U�D����

�8�6�$������ �)�R�O�O�R�Z�L�Q�J�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q���� �F�5�1�$�V�� �Z�H�U�H�� �K�\�E�U�L�G�L�]�H�G�� �I�R�U�� ������ �K�R�X�U�V�� �D�W�� �����R�&�� �R�Q��

�*�H�Q�H�&�K�L�S�� �0�R�X�V�H�� �*�H�Q�R�P�H���������� ���������D�U�U�D�\�V���� �(�D�F�K�� �P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�� �Z�D�V�� �W�K�H�Q�� �Z�D�V�K�H�G�� �D�Q�G��

�V�W�D�L�Q�H�G�� �R�Q�� �D�� �*�H�Q�H�&�K�L�S�� �I�O�X�L�G�L�F�V�� �V�W�D�W�L�R�Q�� �������� �D�Q�G�� �I�X�U�W�K�H�U�� �V�F�D�Q�Q�H�G�� �Z�L�W�K�� �D�� �*�H�Q�H�&�K�L�S��

�6�F�D�Q�Q�H�U�� ���������� ���*���� �)�L�Q�D�O�O�\���� �U�D�Z�� �G�D�W�D�� �����&�(�/�� �,�Q�W�H�Q�V�L�W�\�� �I�L�O�H�V���� �Z�H�U�H�� �H�[�W�U�D�F�W�H�G�� �I�U�R�P�� �W�K�H��

�V�F�D�Q�Q�H�G�� �L�P�D�J�H�V�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �$�I�I�\�P�H�W�U�L�[�� �*�H�Q�H�&�K�L�S�� �&�R�P�P�D�Q�G�� �&�R�Q�V�R�O�H�� ���$�*�&�&���� �Y�H�U�V�L�R�Q��

������������
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Microarray data analysis. �,�Q�L�W�L�D�O�� �I�L�O�W�H�U�L�Q�J�� �D�Q�G�� �S�U�H�S�U�R�F�H�V�V�L�Q�J���� �L�Q�F�O�X�G�L�Q�J�� �E�D�F�N�J�U�R�X�Q�G��

�F�R�U�U�H�F�W�L�R�Q���� �T�X�D�Q�W�L�O�H�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�W�L�R�Q�� �D�Q�G�� �V�X�P�P�D�U�L�]�D�W�L�R�Q���� �Z�D�V�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �E�R�W�K�� �5�0�$��

�D�Q�G�� �0�$�6�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �5�� �%�L�R�F�R�Q�G�X�F�W�R�U�� �S�D�F�N�D�J�H�� ���5�� �Y�H�U�V�L�R�Q�� ���������������� �%�L�R�F�R�Q�G�X�F�W�R�U�� �Y�H�U�V�L�R�Q��

������������ �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �V�H�W�V�� �Z�H�U�H�� �W�K�H�Q�� �I�L�O�W�H�U�H�G�� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �&�D�O�O�V�� �L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� �,�Q�L�W�L�D�O�� �I�L�O�W�H�U�L�Q�J��

�D�Q�G���S�U�H�S�U�R�F�H�V�V�L�Q�J�����Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���Z�L�W�K���W�K�H���5���%�L�R�F�R�Q�G�X�F�W�R�U���S�D�F�N�D�J�H�����5���Y�H�U�V�L�R�Q������������������

�%�L�R�F�R�Q�G�X�F�W�R�U���Y�H�U�V�L�R�Q���������������*�H�Q�H���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���I�R�O�G���F�K�D�Q�J�H�V���D�Q�G���W�K�H�L�U���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�L�Q�J���7���W�H�V�W��

�3�Y�D�O�X�H�V�� �� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���V�D�P�S�O�H�V�� �Z�H�U�H�� �D�Q�D�O�\�]�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �³�&�R�P�S�D�U�D�W�L�Y�H�� �0�D�U�N�H�U��

�6�H�O�H�F�W�L�R�Q�´�� �P�R�G�X�O�H�� �R�I�� �*�H�Q�H�3�D�W�W�H�U�Q������ ���� �9�R�O�F�D�Q�R�� �D�Q�G�� �)�F�)�F�� �G�D�W�D�� �S�O�R�W�V�� �Z�H�U�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G��

�X�V�L�Q�J���W�K�H���0�X�O�W�L�S�O�R�W���D�S�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���*�H�Q�H�3�D�W�W�H�U�Q�����+�L�H�U�D�U�F�K�L�F�D�O���F�O�X�V�W�H�U�L�Q�J���Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���R�Q��

�0�L�F�U�R�D�U�U�D�\���5�0�$���G�D�W�D���Z�L�W�K���%�R�R�W�V�W�U�D�S���S���Y�D�O�X�H�V�����(�X�F�O�L�G�H�D�Q���G�L�V�W�D�Q�F�H�V���D�Q�G���$�Y�H�U�D�J�H���E�D�V�H�G��

�F�O�X�V�W�H�U�� �P�H�W�K�R�G���� �+�L�V�W�R�J�U�D�P�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �S�U�R�I�L�O�H�V�� �R�I�� �J�H�Q�H�� �S�U�R�E�H�V�H�W�V�� �Z�H�U�H�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G���I�U�R�P��

�0�$�6���Y�D�O�X�H�V�����)�X�U�W�K�H�U���D�Q�D�O�\�V�L�V���Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���X�V�L�Q�J���W�K�H���0�D�Q�W�H�L�D���G�D�W�D�E�D�V�H������ ������

Cell preparation and transplantation into Tibialis Anterior  muscles .  

�6�H�U�X�P���I�U�H�H���F�X�O�W�X�U�H�V���R�I�����������Z�H�H�N�V���R�O�G���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G���3�D�[�����*�)�3���E�O�X�H���P�R�X�V�H���(�6���F�H�O�O���Z�H�U�H��

�S�U�H�W�U�H�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �5�2�&�.�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� ���<���������������� �7�R�F�U�L�V������ �R�Q�H�� �G�D�\�� �E�H�I�R�U�H���W�U�\�S�V�L�Q�� �G�L�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q������

�&�H�O�O���S�U�H�S�D�U�D�W�L�R�Q���Z�D�V���I�L�O�W�H�U�H�G���W�K�U�R�X�J�K���������P���P�H�V�K�����3�D�U�W�H�F���� �D�Q�G���*�)�3���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V���Z�H�U�H��

�)�$�&�6���V�R�U�W�H�G���� �7�D�U�J�H�W�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�H�G�� �L�Q�� �3�%�6�� �Z�L�W�K�� �W�U�D�F�N�L�Q�J�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�� �E�H�D�G�V��

���0�R�O�H�F�X�O�D�U�� �S�U�R�E�H�V�������������� �—�O�� �R�I�� �F�H�O�O�� �S�U�H�S�D�U�D�W�L�R�Q�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� �������������� �W�R�� ���������������� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H��

�L�Q�M�H�F�W�H�G�� �L�Q�� �W�K�H��Tibialis Anterior (TA) �P�X�V�F�O�H�V�� �R�I�������� �W�R�� �����P�R�Q�W�K�V�� �R�O�G���5�D�J�����������'�P�G�P�G�[�����&�Y��

�P�D�O�H���P�L�F�H�����Q� �� ���������,�Q�M�H�F�W�L�R�Q�V���Z�H�U�H���G�R�Q�H���X�Q�G�H�U���J�H�Q�H�U�D�O���D�Q�H�V�W�K�H�V�L�D���� �*�U�D�I�W�H�G��TA���P�X�V�F�O�H�V��

�Z�H�U�H�� �F�R�O�O�H�F�W�H�G�� �����W�R�������P�R�Q�W�K�V���D�I�W�H�U�� �W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�G�� �S�U�R�F�H�V�V�H�G�� �I�R�U�� �F�U�\�R�V�H�F�W�L�R�Q�� �D�Q�G��

�L�P�P�X�Q�R�K�L�V�W�R�F�K�H�P�L�V�W�U�\�����(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �R�Q�� �P�L�F�H�� �Z�H�U�H�� �G�R�Q�H�� �D�F�F�R�U�G�L�Q�J�� �W�R�� �O�R�F�D�O�� �U�H�J�X�O�D�W�L�R�Q�V��

���%�R�V�W�R�Q�� �&�K�L�O�G�U�H�Q�
�V�� �+�R�V�S�L�W�D�O�����%�U�L�J�K�D�P�� �D�Q�G���:�R�P�H�Q�
�V�� �+�R�V�S�L�W�D�O�����,�Q�V�W�L�W�X�W���3�D�V�W�H�X�U���� �,�*�%�0�&������

�L�Q���D�J�U�H�H�P�H�Q�W���Z�L�W�K���Q�D�W�L�R�Q�D�O���D�Q�G���L�Q�W�H�U�Q�D�W�L�R�Q�D�O���J�X�L�G�H�O�L�Q�H�V�� 

In situ  hybridization and immunohistochemistry.  

�:�K�R�O�H�� �P�R�X�Q�W��in situ���K�\�E�U�L�G�L�]�D�W�L�R�Q�� �Z�D�V�� �F�D�U�U�L�H�G�� �R�X�W�� �D�V�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G������ ���� �3�U�R�E�H�V�� �I�R�U�� �P�R�X�V�H��

Msgn1, Rspo3, and Pax3 �Z�H�U�H�� �V�\�Q�W�K�H�V�L�]�H�G�� �I�U�R�P�� �P�R�X�V�H�� �H�P�E�U�\�R�� �F�'�1�$���� �3�U�R�E�H�� �I�R�U��

Venus���Z�D�V���V�\�Q�W�K�H�V�L�]�H�G���I�U�R�P���W�K�H���9�H�Q�X�V���S�O�D�V�P�L�G�����$���N�L�Q�G���J�L�I�W���R�I���'�U���$���0�L�\�D�Z�D�N�L�����D�Q�G���S�U�R�E�H��
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�I�R�U��Mesp2������ ����Raldh2������ ���D�Q�G��Fgf8������ ���Z�H�U�H���D�O�U�H�D�G�\���G�H�V�F�U�L�E�H�G�����,�P�D�J�H�V���Z�H�U�H���D�F�T�X�L�U�H�G���R�Q���D��

�/�H�L�F�D���0���������V�W�H�U�H�R�P�L�F�U�R�V�F�R�S�H. 

�)�R�U�� �,�P�P�X�Q�R�K�L�V�W�R�F�K�H�P�L�V�W�U�\���� �F�H�O�O�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �Z�H�U�H�� �I�L�[�H�G�� �I�R�U�� ���� �K�R�X�U�V�� �L�Q�� ������ �I�R�U�P�D�O�G�H�K�\�G�H����

�&�X�O�W�X�U�H�V���Z�H�U�H���U�L�Q�V�H�G���W�K�U�H�H���W�L�P�H�V���L�Q���3�%�6�����I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���%�O�R�F�N�L�Q�J���E�X�I�I�H�U���F�R�P�S�R�V�H�G���R�I���7�U�L�V��

�E�X�I�I�H�U�H�G�� �V�D�O�L�Q�H�� ���7�%�6���� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� ������ �)�%�6�� �D�Q�G�� ���������� �7�U�L�W�R�Q���;���������� �3�U�L�P�D�U�\��

�D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V���Z�H�U�H���W�K�H�Q���G�L�O�X�W�H�G���L�Q���E�O�R�F�N�L�Q�J���E�X�I�I�H�U���D�Q�G���L�Q�F�X�E�D�W�H�G���R�Y�H�U�Q�L�J�K�W���D�W�����ƒ�&�������&�X�O�W�X�U�H�V��

�Z�H�U�H�� �W�K�H�Q�� �Z�D�V�K�H�G�� ���� �W�L�P�H�V�� �Z�L�W�K�� �7�%�6�7�� ���7�%�6�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G�� �Z�L�W�K�� ���������� �7�Z�H�H�Q���������� �D�Q�G����

�L�Q�F�X�E�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �V�H�F�R�Q�G�D�U�\�� �D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V�� ���������������� �D�Q�G�� �'�D�S�L�� ������ �P�L�F�U�R�J�U�D�P���P�O���� �L�Q�� �E�O�R�F�N�L�Q�J��

�E�X�I�I�H�U���I�R�U�������K�R�X�U�V�����&�X�O�W�X�U�H�V���Z�H�U�H���X�O�W�L�P�D�W�H�O�\���Z�D�V�K�H�G���Z�L�W�K���7�%�6�7���I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���3�%�6�����E�H�I�R�U�H��

�D�Q�D�O�\�V�L�V�����'�L�V�V�H�F�W�H�G��TA���P�X�V�F�O�H�V���Z�H�U�H���S�U�H�S�D�U�H�G���I�R�U���F�U�\�R�V�H�F�W�L�R�Q�V�����������P�����D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G���L�Q��
���� �����7�L�V�V�X�H���V�H�F�W�L�R�Q�V���Z�H�U�H���L�Q�F�X�E�D�W�H�G���R�Y�H�U�Q�L�J�K�W���Z�L�W�K���S�U�L�P�D�U�\�� �D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V���L�Q���E�O�R�F�N�L�Q�J���E�X�I�I�H�U����

�6�H�F�R�Q�G�D�U�\�� �D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V�� �F�R�Q�M�X�J�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �$�O�H�[�D�)�O�X�R�U�� ���0�R�O�H�F�X�O�D�U�� �S�U�R�E�H�V���� �Z�H�U�H�� �X�V�H�G�� �D�W��

�������������L�Q���%�O�R�F�N�L�Q�J���E�X�I�I�H�U����

�$�Q�W�L�E�R�G�L�H�V���X�V�H�G���L�Q���W�K�L�V���V�W�X�G�\���D�U�H���D�Q�W�L���7�E�[�������D���N�L�Q�G���J�L�I�W���R�I���'�U���<���6�D�J�D������ �������D�Q�W�L���'�\�V�W�U�R�S�K�L�Q��

���0�D�Q�G�U�D������ �6�L�J�P�D������ �D�Q�W�L���'�\�V�W�U�R�S�K�L�Q�� ���'�\�V������ �/�H�L�F�D���1�R�Y�R�F�D�V�W�U�D������ �D�Q�W�L���0�\�R�J�H�Q�L�Q�� ���'�D�N�R����

�'�+�6�%������ �� �D�Q�W�L���3�D�[���� ���'�6�+�%������ �D�Q�W�L���3�D�[���� ���'�6�+�%������ �D�Q�W�L���0�\�R�'�� ���'�D�N�R���� �D�Q�W�L���/�D�P�L�Q�L�Q��

���$�E�F�D�P������ �D�Q�W�L���7�L�W�L�Q�� �� ���'�+�6�%������ �D�Q�W�L���*�)�3�� ���$�E�F�D�P������ �D�Q�W�L���)�D�V�W�� �0�\�+�&�� ���0�<���������� �6�L�J�P�D�������D�Q�W�L��

�0�\�+�&�����0�)���������'�6�+�%�����D�Q�G���D�Q�W�L���.�L���������$�E�F�D�P����������

Membrane permeability assays.  

�6�W�D�J�H���P�D�W�F�K�H�G���������W�R�������Z�H�H�N���R�O�G���F�R�Q�W�U�R�O���D�Q�G��mdx���(�6���Z�H�U�H���F�X�O�W�X�U�H�G���D�V���I�R�O�O�R�Z�V�����$�I�W�H�U����������

�G�D�\�V���R�I���F�X�O�W�X�U�H���L�Q���5�'�/���P�H�G�L�X�P�����F�H�O�O�V���Z�H�U�H���F�K�D�Q�J�H�G���W�R���D���P�H�G�L�X�P���V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G���Z�L�W�K���W�K�H��

�)�*�)�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �3�'�������������� ���6�L�J�P�D���� �D�W�� �������� �Q�0���� ���������� �'�0�6�2���� �D�Q�G�� �/�'�1�������������� �D�W�� �������P�0����

�$�I�W�H�U�� ���� �G�D�\�V�� �R�I�� �F�X�O�W�X�U�H�� �L�Q�� �W�K�L�V�� �P�H�G�L�X�P���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �W�U�D�Q�V�I�H�U�U�H�G�� �W�R�� �D�� �P�\�R�J�H�Q�L�F��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���P�H�G�L�X�P���F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�����P�0���/���*�O�X�W�D�P�L�Q�H���� �������P�0���Q�R�Q���H�V�V�H�Q�W�L�D�O���D�P�L�Q�R���D�F�L�G�V��

�D�Q�G���������+�R�U�V�H���V�H�U�X�P�����3�$�$�����L�Q���'�0�(�0�����L�Q���Z�K�L�F�K���W�K�H�\���Z�H�U�H���P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G���I�R�U���X�S���W�R�������Z�H�H�N�V����

�7�K�L�V�� �S�U�R�W�R�F�R�O�� �U�H�V�X�O�W�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �V�D�P�H�� �P�\�R�J�H�Q�L�F�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �H�I�I�L�F�L�H�Q�F�\�� �D�V�� �W�K�H�� �V�H�U�X�P���I�U�H�H��

�S�U�R�W�R�F�R�O�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G�� �D�E�R�Y�H�� �E�X�W�� �O�H�D�G�V�� �W�R�� �O�H�V�V�� �R�Y�H�U�D�O�O�� �F�H�O�O�� �G�H�D�W�K�� �U�H�V�X�O�W�L�Q�J�� �L�Q�� �E�H�W�W�H�U�� �(�Y�D�Q�V��

�E�O�X�H�� �G�\�H�� �V�W�D�L�Q�L�Q�J���� �0�X�V�F�O�H�� �I�L�E�H�U�V�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �Z�H�U�H�� �W�U�H�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �(�Y�D�Q�V�� �%�O�X�H�� �G�\�H�� ��������������

�6�L�J�P�D���� �L�Q�� �1���%������ �P�H�G�L�X�P�� �D�W�� �����ƒ�&�� �I�R�U�� ������ �P�L�Q�X�W�H�V���� �(�[�W�U�D�� �G�\�H�� �Z�D�V�� �Z�D�V�K�H�G�� �D�Z�D�\�� �Z�L�W�K��

�3�%�6�� �D�Q�G�� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �U�H�L�Q�F�X�E�D�W�H�G�� �I�X�U�W�K�H�U�� �I�R�U�� ������ �P�L�Q�X�W�H�V�� �L�Q�� �F�X�O�W�X�U�H�� �P�H�G�L�X�P���� �S�U�L�R�U�� �W�R��
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�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q���� �$�V�� �D�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �F�R�Q�W�U�R�O���� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �Z�H�U�H�� �S�U�H�L�Q�F�X�E�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �6�D�S�R�Q�L�Q��

���6�L�J�P�D���� �D�W�� �������—�J���P�O�� �L�Q�� �F�X�O�W�X�U�H�� �P�H�G�L�X�P�� �D�W�� ���ƒ�&�� �I�R�U�� ������ �P�L�Q�� �S�U�L�R�U�� �W�R�� �V�W�D�L�Q�L�Q�J�� �Z�L�W�K�� �(�Y�D�Q�V��

�%�O�X�H���� �&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �Z�D�V�K�H�G�� �Z�L�W�K�� �3�%�6���� �D�Q�G�� �F�R�O�G�� �F�X�O�W�X�U�H�� �P�H�G�L�X�P�� �Z�D�V�� �D�G�G�H�G�� �S�U�L�R�U�� �W�R��

�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q��  

Quantifications and statistics ��

Myofibers density count  

�$���I�L�E�H�U���G�H�Q�V�L�W�\���H�V�W�L�P�D�W�H���Z�D�V���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G���E�\���F�R�X�Q�W�L�Q�J���W�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���I�L�E�H�U�V���L�Q�������W�R�������Z�H�H�N�V��

�R�O�G���F�R�Q�W�U�R�O���F�X�O�W�X�U�H�V�����4�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V���Z�H�U�H���P�D�Q�X�D�O�O�\���G�R�Q�H���R�Q���D�Q���D�Y�H�U�D�J�H���R�I�������������S�L�F�W�X�U�H�V��

���D�W�� �������������[�� �P�D�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���� �S�H�U�� �Z�H�O�O���� �D�F�T�X�L�U�H�G�� �I�U�R�P�� �0�\�+�&���V�W�D�L�Q�H�G�� �P�\�R�I�L�E�H�U�V�� �I�L�H�O�G�V����

�$�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�O�\�����V�W�D�L�Q�L�Q�J���Z�D�V���T�X�D�Q�W�L�I�L�H�G���E�\���S�H�U�I�R�U�P�L�Q�J���D�X�W�R�P�D�W�H�G���F�H�O�O���F�R�X�Q�W���X�V�L�Q�J���W�K�H���$�U�U�D�\��

�V�F�D�Q�� �;�7�,�� ���7�K�H�U�P�R�I�L�V�K�H�U���� �Z�L�W�K�� �D�� �����[�� �R�E�M�H�F�W�L�Y�H�� ���������� �I�L�H�O�G�V���Z�H�O�O������ �,�P�D�J�H�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �Z�D�V��

�S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �Z�L�W�K�� �+�&�6�� �6�W�X�G�L�R�� �V�R�I�W�Z�D�U�H���� �8�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �7�X�E�H�� �)�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �%�L�R�D�S�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �Z�H��

�L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G���I�L�E�H�U�V���D�F�F�R�U�G�L�Q�J���W�R���0�\�R�V�L�Q���V�W�D�L�Q�L�Q�J���D�Q�G���P�H�D�V�X�U�H�G���W�K�H�L�U���D�U�H�D�����O�H�Q�J�W�K���D�Q�G���Z�L�G�W�K����

�7�K�U�H�H�� �L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�H�G���� �5�H�V�X�O�W�V�� �D�U�H�� �H�[�S�U�H�V�V�H�G��

�D�V���D�Y�H�U�D�J�H�V���R�I���Q�X�P�E�H�U���R�I���I�L�E�H�U�V���S�H�U���V�T�X�D�U�H���P�L�O�O�L�P�H�W�H�U������

Myofibers branching quantification 

�$���E�U�D�Q�F�K�L�Q�J���L�Q�G�H�[���Z�D�V���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G���E�\���V�F�R�U�L�Q�J���W�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���E�U�D�Q�F�K�H�V���S�H�U���I�L�E�H�U�����L�Q�������W�R������

�Z�H�H�N�V���R�O�G���F�R�Q�W�U�R�O���R�U��mdx���F�X�O�W�X�U�H�V���������F�H�O�O���O�L�Q�H�V���S�H�U���J�H�Q�R�W�\�S�H�������4�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V���Z�H�U�H���G�R�Q�H��

�R�Q�� �D�Q�� �D�Y�H�U�D�J�H�� �R�I�� ���������� �S�L�F�W�X�U�H�V�� �V�H�W�V�� ���D�W�� �������;�� �P�D�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���� �S�H�U�� �Z�H�O�O���� �D�F�T�X�L�U�H�G���I�U�R�P��

�0�\�+�&�� �D�Q�G�� �/�D�P�L�Q�L�Q���V�W�D�L�Q�H�G�� �P�\�R�I�L�E�H�U�V�� �I�L�H�O�G�V���� �)�L�Y�H�� �L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q��

�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �V�F�R�U�H�G�� �I�R�U�� �E�U�D�Q�F�K�L�Q�J���� �$�� �W�R�W�D�O�� �R�I�� ���������� �I�L�E�H�U�V�� �S�H�U�� �J�H�Q�R�W�\�S�H�� �Z�H�U�H��

�V�F�R�U�H�G���� �5�H�V�X�O�W�� �D�U�H�� �H�[�S�U�H�V�V�H�G�� �L�Q�� ���� �R�I�� �I�L�E�H�U�V�����6�W�D�W�L�V�W�L�F�D�O�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �Z�D�V�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �X�V�L�Q�J��

�)�L�V�K�H�U�µ�V���H�[�D�F�W���W�H�V�W�����'�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���E�H�W�Z�H�H�Q���J�U�R�X�S�V���Z�H�U�H���F�R�Q�V�L�G�H�U�H�G���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W���I�R�U���S���Y�D�O�X�H�V��

�”����������������

��

Myogenic marker quantification. �)�R�U�� �H�D�F�K�� �P�D�U�N�H�U���� �L�P�P�X�Q�R�O�D�E�H�O�O�L�Q�J�� �Z�D�V�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�H�G��

�P�D�Q�X�D�O�O�\�� �R�Q�� ���� �P�\�R�J�H�Q�L�F�� �I�L�H�O�G�V�� �S�H�U�� �Z�H�O�O���� �$�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�O�\���� �V�W�D�L�Q�L�Q�J�� �Z�D�V�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�H�G�� �E�\��

�S�H�U�I�R�U�P�L�Q�J���D�X�W�R�P�D�W�H�G���F�H�O�O���F�R�X�Q�W���X�V�L�Q�J���W�K�H���$�U�U�D�\�� �V�F�D�Q���;�7�,�� ���7�K�H�U�P�R�I�L�V�K�H�U������ �1�X�F�O�H�L���Z�H�U�H��

�V�H�J�P�H�Q�W�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �'�$�3�,�� �V�W�D�L�Q�L�Q�J�� �D�Q�G�� �D�I�W�H�U�� �D�� �W�K�U�H�V�K�R�O�G�� �Z�D�V�� �D�S�S�O�L�H�G�� �R�Q�� �)�,�7�&�� �F�K�D�Q�Q�H�O��

�L�Q�W�H�Q�V�L�W�\���W�R���L�G�H�Q�W�L�I�\���0�D�U�N�H�U���S�R�V�L�W�L�Y�H���F�H�O�O�V����
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�(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W���Z�D�V���S�H�U�I�R�U�P�H�G���L�Q���W�U�L�S�O�L�F�D�W�H�����5�H�V�X�O�W���L�V���H�[�S�U�H�V�V�H�G���D�V���D�������R�I���S�R�V�L�W�L�Y�H���Q�X�F�O�H�L����

Image acquisition and Processing  

�/�L�Y�H���R�U���I�L�[�H�G���E�U�L�J�K�W�I�L�H�O�G���D�Q�G���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W���L�P�D�J�H�V���Z�H�U�H���D�F�T�X�L�U�H�G���H�L�W�K�H�U���R�Q���D���=�H�L�V�V���$�[�L�R�Y�H�U�W����

�(�Y�R�V�� ���)�/�����=�H�L�V�V�� �/�6�0���������� �R�U�� �/�H�L�F�D�� �6�3���� �V�\�V�W�H�P�V���� �,�P�D�J�H�V�� �Z�H�U�H�� �S�U�R�F�H�V�V�H�G�� �Z�L�W�K���$�G�R�E�H��

�3�K�R�W�R�V�K�R�S���� �D�Q�G�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �D�Q�G�� �P�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W�V�� �Z�H�U�H�� �G�R�Q�H�� �Z�L�W�K�� �)�L�M�L������ ���V�R�I�W�Z�D�U�H���� �)�R�U��

�P�X�V�F�O�H�� �F�R�Q�W�U�D�F�W�L�R�Q�V���� �P�R�Y�L�H�V�� �Z�H�U�H�� �W�D�N�H�Q�� �Z�L�W�K�� �D�� �/�H�L�F�D�� �'�0�5�%�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�H�� �X�V�L�Q�J�� �D��

�S�K�R�W�R�P�H�W�U�L�F���)�;���F�D�P�H�U�D���D�Q�G���D�������[���R�E�M�H�F�W�L�Y�H�����,�P�D�J�H�V���Z�H�U�H���W�D�N�H�Q���D�W���������P�V���L�Q�W�H�U�Y�D�O�V�����)�R�U����

�P�R�Y�L�H���S�U�R�F�H�V�V�L�Q�J�����L�P�D�J�H���V�H�T�X�H�Q�F�H�V���Z�H�U�H���L�P�S�R�U�W�H�G���D�Q�G���S�U�R�F�H�V�V�H�G���L�Q���)�L�M�L�����0�R�Y�L�H�V���Z�H�U�H��

�V�D�Y�H�G�� �L�Q�� �$�9�,�� �I�R�U�P�D�W�� �D�W�� �D�� �I�U�H�T�X�H�Q�F�\�� �P�D�W�F�K�L�Q�J�� �W�K�H�� �D�F�T�X�L�V�L�W�L�R�Q�� �U�D�W�H�� �R�I�� ������ �I�U�D�P�H�V�� �S�H�U��

�V�H�F�R�Q�G����

��
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Extended data Figures  

Extended data Fig 1: Generation of a database of gene  expression profiles in the 

differentiating PSM.  

�7�R�S�������+�L�V�W�R�J�U�D�P�V���U�H�S�U�H�V�H�Q�W�L�Q�J���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���S�U�R�I�L�O�H�V�����J�H�Q�H�U�D�W�H�G���D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G���L�Q���)�L�J�����E�����R�I��

�J�H�Q�H�V���D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �W�R�� �P�D�M�R�U�� �V�L�J�Q�D�O�L�Q�J�� �S�D�W�K�Z�D�\�V�� �L�Q�Y�R�O�Y�H�G�� �L�Q�� �3�6�0�� �S�D�W�W�H�U�Q�L�Q�J�� �D�Q�G��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�L�R�Q���� �%�R�W�W�R�P���� �V�F�K�H�P�D�W�L�F�� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �V�L�J�Q�D�O�L�Q�J�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�V�� �D�Q�G�� �R�I�� �W�K�H��

�P�D�M�R�U�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �S�D�U�D�[�L�D�O�� �P�H�V�R�G�H�U�P�� �G�R�P�D�L�Q�V�� ���F�R�O�R�U���F�R�G�H�G���� �L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G�� �E�\�� �F�O�X�V�W�H�U�L�Q�J��

�D�Q�D�O�\�V�L�V�� ���)�L�J�� ���G������ �2�U�D�Q�J�H�� �E�D�U�� �P�D�U�N�V�� �W�K�H�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �I�U�R�Q�W�� �O�H�Y�H�O���Z�K�H�U�H�� �F�H�O�O�V�� �D�F�T�X�L�U�H��

�W�K�H�L�U���V�H�J�P�H�Q�W�D�O���L�G�H�Q�W�L�W�\�� 

Extended data Fig 2: Microarrays Gene signature expression analysis in M+ and 

P+ differentiated in CDL medium.  

���D���� �3�O�R�W�� �F�R�P�S�D�U�L�Q�J�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �I�R�O�G�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �D�Q�G�� �)�$�&�6��

�V�R�U�W�H�G�� �0���� �F�H�O�O�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V�� �L�Q���&�'�/�� �P�H�G�L�X�P�� �D�Q�G�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �D�Q�G��

�S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V���� �.�Q�R�Z�Q�� �V�L�J�Q�D�W�X�U�H�� �J�H�Q�H�V�� �V�S�H�F�L�I�L�F�� �I�R�U�� �W�K�H�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �D�U�H��

�K�L�J�K�O�L�J�K�W�H�G�� �L�Q�� �J�U�H�H�Q�����$�E�R�X�W�� ���������� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�� �S�U�R�E�H�V�H�W�V�� �D�U�H�� �V�K�R�Z�Q�� ���I�R�O�G�� �F�K�D�Q�J�H�� �Z�L�W�K���7��

�W�H�V�W���S�9�D�O�X�H������������������

���E���� �3�O�R�W�� �F�R�P�S�D�U�L�Q�J�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �I�R�O�G�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �D�Q�G�� �)�$�&�6��

�V�R�U�W�H�G�� �3���� �F�H�O�O�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �I�R�U�� ���� �G�D�\�V�� �L�Q���&�'�/�� �P�H�G�L�X�P�� �D�Q�G�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �(�6�� �F�H�O�O�V�� �D�Q�G��
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Extended data Fig 3 : Membrane integrity of mdx  muscle fibers differentiated in 

vitro . �&�R�Q�W�U�R�O�� ���D���� �E���� �D�Q�G��mdx���P�\�R�I�L�E�H�U�V�� ���F���� �G���� �� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �V�W�D�L�Q�H�G�� �Z�L�W�K�� �(�Y�D�Q�V�� �%�O�X�H�� �G�\�H��
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Extended data Fig 4:  Comparison of differentiation efficiency with the  Shelton et 

al, (2014) protocol . 
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Supplementary information 

Supplementary tables  

Supplementary Table 1:  Lists of signature genes differentially expressed between 

posterior and anterior PSM. �*�H�Q�H�V �V�K�R�Z�L�Q�J�� �D�� �I�R�O�G�� �F�K�D�Q�J�H�� �V�X�S�H�U�L�R�U�� �W�R�� ���� �D�Q�G�� �D�Q��

�D�V�V�R�F�L�D�W�H�G���S���9�D�O�X�H���L�Q�I�H�U�L�R�U���W�R�������������D�U�H���V�K�R�Z�Q���� Msgn1���Z�K�L�F�K���V�K�R�Z�V���D���I�R�O�G���F�K�D�Q�J�H���R�I����������

�K�D�V�� �E�H�H�Q�� �D�G�G�H�G�� �W�R�� �W�K�H�� �O�L�V�W���� �� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �J�H�Q�H�V�� �K�L�J�K�O�L�J�K�W�H�G�� �L�Q�� �\�H�O�O�R�Z�� �L�Q�� �W�K�H��

�S�R�V�W�H�U�L�R�U�� �R�U�� �D�Q�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �G�R�P�D�L�Q�V�� �K�D�V�� �E�H�H�Q�� �Y�D�O�L�G�D�W�H�G�� �E�D�V�H�G�� �R�Q�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�H���� �R�Q�� �0�*�,��

���0�R�X�V�H���*�H�Q�R�P�L�F�V���,�Q�V�W�L�W�X�W�H�����H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�D�W�D���R�U���E�\���L�Q���V�L�W�X���K�\�E�U�L�G�L�]�D�W�L�R�Q�����G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q������

�7�R�J�H�W�K�H�U�����W�K�H�V�H���J�H�Q�H�V���G�H�I�L�Q�H���V�L�J�Q�D�W�X�U�H�V���I�R�U���W�K�H���S�R�V�W�H�U�L�R�U���D�Q�G���D�Q�W�H�U�L�R�U���3�6�0���U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\����

Supplementary Table 2: List of signature genes of the posterior PSM upregulated 

in differentiated Msgn1 -repV positive cells in vitro . �3�R�V�W�H�U�L�R�U�� �3�6�0�� �V�L�J�Q�D�W�X�U�H�� �J�H�Q�H�V��

�I�U�R�P���6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H�������Z�K�L�F�K�� �D�U�H�� �D�O�V�R�� �X�S���U�H�J�X�O�D�W�H�G�� �L�Q�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �0�V�J�Q����

�U�H�S�9�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V���� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �J�H�Q�H�V�� �K�L�J�K�O�L�J�K�W�H�G�� �L�Q�� �\�H�O�O�R�Z�� �K�D�V�� �E�H�H�Q�� �Y�D�O�L�G�D�W�H�G��

�E�D�V�H�G���R�Q���O�L�W�H�U�D�W�X�U�H�����R�Q���0�*�,���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�D�W�D���R�U���E�\���L�Q���V�L�W�X���K�\�E�U�L�G�L�]�D�W�L�R�Q�����G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q���� 

Supplementary Table 3: List of signature genes of the anterior PSM upregulated 

in differentiated Pax3 -GFP positive cells in vitro .���$�Q�W�H�U�L�R�U���3�6�0���V�L�J�Q�D�W�X�U�H���J�H�Q�H�V���I�U�R�P��

�6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �7�D�E�O�H�� �Z�K�L�F�K�� �D�U�H�� �D�O�V�R�� �X�S���U�H�J�X�O�D�W�H�G�� �L�Q�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�D�W�H�G�� �3�D�[�����*�)�3��

�S�R�V�L�W�L�Y�H�� �F�H�O�O�V���� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �J�H�Q�H�V�� �K�L�J�K�O�L�J�K�W�H�G�� �L�Q�� �\�H�O�O�R�Z�� �K�D�V�� �E�H�H�Q�� �Y�D�O�L�G�D�W�H�G�� �E�D�V�H�G��

�R�Q���O�L�W�H�U�D�W�X�U�H�����R�Q���0�*�,���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�D�W�D���R�U���E�\���L�Q���V�L�W�X���K�\�E�U�L�G�L�]�D�W�L�R�Q�����G�D�W�D���Q�R�W���V�K�R�Z�Q������

��

Supplementary movies  

Supplementary Movie: Contractions of human muscle fibers differentia ted from 

iPS cells in vitro .  4 weeks -old culture.  
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