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  ده يچك

 ـتول يشده بتـا  بيتخر يها ساختن سلول نيگز يجا ييتوانا رياخ يها در سال: سابقه و هدف  نيكننـده انسـول   دي
 يدرمـان  ليپتانس كي ابتيد يماريدر ب دهيد بيدرمان مناطق آس يبرا نيكننده انسول ديتول ديجد يها سلول لهيوس هب

 ـد مارانيب يها از سلول يشده انسان القا يها سلول ديتول هينظر. شود يقابل قبول محسوب م هـا بـه    آن زيو تمـا  يابتي
بـدون   ابـت يد يماريها در درمان ب سلول نيبه كار بردن ا يبرا دياز ام يديجد چهيدر ن،يكننده انسول ديتول يها سلول
  .باز كرده است يو مشكلات اخلاق يمنيا ستميتوسط س وندياز رد پ ينگران

چشـم مشـتق    يياسـتروما  يها از سلول) hiPS( يشده انسان توان القا پر يها مطالعه سلول نيدر ا: ها مواد و روش
 Activinو سپس با استفاده از ليتشك) EBs( ينيروز در ظروف نچسب كشت تا اجسام جن 5شده و سپس به مدت 

A  وWnt3a داده شدند زيتما يآندودرم قطع يها به سلول.  
 انيو ب يبررس qRT-PCRبا استفاده از  mRNAدر سطح  Sox17و  FoxA2 يآندودرم يهاماركر انيب :ها يافته

  .گشت دييتا يميتوشيمونوسيا يزيآم با رنگ نييها در سطح پروتماركر نيا
 ـ يها مطالعه نشان داد كه سلول نيا جينتا :گيري نتيجه  ـ يآندودرم قطع و  Activein A مـار يتواننـد تحـت ت   يم
Wnt3a يها از سلول hiPS و  يكبد يها يماريدرمان ب يبرا ييسازها شيتوانند به عنوان پ يم نيچن شده و هم ديتول

  .كار روند هب ابتيد
   

  يلولس زيامت ،اه نيويتكا ،آندودرم : هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
ها  ونيليم ياندودرم يها وابسته به اندام يها يماريامروزه ب

 زيتمــا يبــرا. ]2,1[ انــد نمــوده ريــنفــر را در كشــور مــا درگ
 ـهـر   يهـا  به سلول ياديبن يها سلول  ـاز ا كي  يهـا  انـدام  ني

 ـروئيپانكراس، كبد، شش، ت( ياندودرم  ـ....) و دي از  سـت يبا يم
 ــ ــدودرم قطعـ ــه انـ ــذر يمرحلـ  ــ. ميبگـ ــدودرم قطعـ   يانـ

 (Definitive endoderm)ــونيدر آم ــان  نــ داران در زمــ
 ـ ونيگاسترولاس  ـآ يبه وجود م  يهـا  امـروزه تـلاش  . ]4,3[ دي

به انـدودرم   زيكارآمد در تما يها پروتوكل يمعرف يبرا يفراوان
كارانش نشان دادند كـه   و هم Amour .انجام گرفته است يقطع

 ـبن يهـا  مشتق شـده از سـلول   يآندودرم قطع يها سلول  يادي
آنـدودرم   ،ييتوانند به آندودرم لولـه گـوارش جلـو    يم ينيجن

 يهـا  و سرانجام به سـلول  ينياندوكر يسازها شيپ ،يپانكراس
  .]5[ ابندي زيكننده هورمون تما ديتول نياندوكر
 يا مشـابه  يهـا  سـم ياندودرم و مزودرم با مكان هياول يالقا

 يسـلول  يهـا  كـنش  شود و سپس فاكتورها و بر هـم  يم جاديا

  :e.hoveizi@yahoo.com          Email                             021-88848940:نمابر  09163447408  :تلفننويسنده مسئول،  *
]  17/6/1392:تاريخ پذيرش 24/2/1392   :تاريخ دريافت
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 ـ ديتول ميباعث تنظ  نيتـر  شـود كـه مهـم    ياندودرم و مزودرم م
 ـ Activin A نـد يفرا نيموثر در ا گناليس در . ]8-6[باشـد   يم

و  Schulz 2012كارانش و در سـال   و هم Kroon 2008سال 
بـه   ينيجن ياديبن يها سلول زيپروتوكل تما يكارانش در ط هم

انـدودرم   يهـا  سلول ديموفق به تول يپانكراس يبتا يها سلول
 ـ .  ]10,9[شـدند   Wnt3a و Activin A بـا اسـتفاده از   يقطع
كردند كـه   دييكارانش تا و هم Engert 2013در سال  نيچن هم
 ـب ميواسطه تنظ هب Wnt3a نگيگناليس ريمس در  Sox17 ژن اني
  .]11[ است يضرور يآندودرم قطع يها سلول زيو تما ليتشك

از گذشته تا به امروز  يآندودرم قطع يها سلول ديتول يبرا
استفاده شده كـه هـر كـدام مشـكلات      يمختلف ياز منابع سلول

 ـاز جد يكي، ]13,12[اند  راه داشته به هم يخاص منـابع   نيتردي
 ـكه امروزه به دل يسلول  ـمز لي فـراوان مطـرح اسـت     يهـا  تي
 hiPS يها سلول. باشند يم يانسان هشد پرتوان القاء يها سلول

 (pluripotent) پرتوان ييها خود سلول يزيبر اساس توان تما

 ـباشند كه به طور بالقوه قابل يم  ـبـه غالـب    زيتمـا  تي همـه   اي
استفاده  .]15,14[ باشند يدهنده بدن را دارا م ليتشك يها سلول
 ـ  نيها از ا سلول نياز ا باشـد كـه بـا در     يجهت مورد توجـه م

 ـتغ جـاد يبـا ا  مـار، يفـرد ب  لغبـا  يها دست داشتن سلول  راتيي
 زيدست آورد و با تما هب ياديتوان سلول بن يها م در آن يكيژنت
، بدون ماريهمان فرد ب يسلول درمان يتوان برا يها م سلول نيا

  ].23-16[ استفاده كرد وندياز مسئله رد پ ينگران
 يهـا  سـلول  يبا بازده بالا ديتول قيتحق نياز انجام ا هدف

 ـمنبـع جد  كي، به عنوان hiPS يها از سلول ياندودرم قطع  دي
و  Activin Aاز  يمناسـب  يهـا  با اسـتفاده از غلظـت   ،يسلول

Wnt3a ييسـازها  تواند به عنوان پيش باشد كه در آينده مي يم 
 مخصوصــاً رمشــده از انــدود هــاي مشــتق بــراي توليــد بافــت

 مـاران يدر ب يبه منظور سـلول درمـان   نيانسول يبتا يها سلول
بـه   يكبـد  يها يماريدرمان ب يبرا يكبد يها و سلول يابتيد

 يك ـيامروزه به عنوان  يكه سلول درمان ييجا كار رود و از آن
 ياست بررس يهيمطرح است، بد يدرمان يها روش نيتر ماز مه

به  لين يكه بتواند برا يديجد يمنبع سلول ايهر روش  افتنيو 

دهنده ضرورت انجام  نشان رديمقصود مورد استفاده قرار گ نيا
  .باشد يمهم م نيا

 
  ها مواد و روش

 يشده انسـان  پرتوان القا يها سلول. hips  هاي كشت سلول
 Oct4, Sox2, KIf2 شامل يپرتوان هكنند القاء يها كه توسط ژن

 ـو يلنت ستميبا استفاده از س c-Myc و  ـهـا تول  روسي شـدند   دي
به صـورت معمـول بـر    ) اختهي بن يقاتيشده در مركز تحق هيته(

 ـكه بـه عنـوان    يموش بروبلاستيف يها سلول يرو  ـلا كي  هي
 (Mouse Embryonic Fibroblast) (MEF)كننده هيتغذ يسلول

 يهـا  كشـت سـلول   يبرا MEF يها سلول. شوند يمحسوب م
 MEF يهـا  سلول. مورد استفاده قرار گرفتند شده پرتوان القاء

 يهـا  سـلول  يرشد و حفظ پرتـوان  يبرا ازيمورد ن يفاكتورها
 ـيكننده جمع هيتغذ هيلا. كنند يشده را ترشح م پرتوان القاء  زا يت

فعال  ريغ C نيسيتومايواسطه ما هباشد كه ب يم MEF يها سلول
 قـات يمركـز تحق  ياز بانـك سـلول  MEF  يهـا  سلول. اند شده
 يهـا  فلاسك ازيدر زمان مورد ن. ديگرد هيته اختهي بن يفناور
در سـاعت   2به مدت %  80-70با تراكم حدود  MEF يحاو

و  تشوشس PBS شده و پس از با ماريت نيسيتومايما 10غلظت 
 DMM/F12 طيدر مح hiPS يها سپس سلول. دنديآماده گرد

Gibco)-10 يحـاو ) كـا يآمر% Knock Out Serum (SR) 

Replacement Gibco)-كـــايآمر( ،5 %Gibco)-كـــايآمر(  
fetal bovine serum (FBS)با غلظت نيگلوتام-، ال  mM2 

Gibco)-ــايآمر ــت )ك ــا غلظ ــانول ب  mM1/1  ، بتامركاپتوات
Gibco)-بـا غلظـت   يضـرور  يهـا  نـه يآم يهادي، اس)كايآمر  

 mM 1 Sigma)-كايآمر(1 نيليس ي، پن %Gibco)-و) كايآمر 
bFGF Gibco)-بـا غلظـت  ) كـا يآمر ng/ml 10   در فلاسـك
بـه صـورت روزانـه     يكشـت سـلول   طيمح ـ. كشت داده شدند

 روز با استفاده از كلاژناز نوع چهار 8بعد از  و معمولاً ضيتعو
Gibco)-غلظت  با) كايآمر mg/ml1   بـه  . پاسـاژ داده شـدند

 ـا يانسـان  هشـد  پرتـوان القـاء   يهـا  سـلول  يدار منظور نگه  ني
. پاساژ داده شـدند ) هفت روز هر( ينيمع يها ها در دوره سلول
به حدود ها  در روز هفتم يعني وقتي كه قطر آن ها معمولاً كلني
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 تيالبته اگر وضـع  شدند، يمتر رسيد پاساژ داده م ميلي 2-5/1
چـك  ها خوب بود در روز ششم پاساژ و برعكس اگر كو كلني

معمولاً پاساژ به صورت . شدند بودند روز هشتم پاساژ داده مي
  .انجام شد 3به  1

از  بعد. يآندودرم قطع يها به سلول hiPS يها سلول زيتما
هـا پاسـاژ و از    فلاسـك پـر شـد سـلول    % 80حـدود   كـه  نيا

سلول  cells /cm2 104×5 جدا شده و حدود MEF يها سلول
راه بـا   روز هـم  5تـا   2در ظروف شش خانه نچسب به مدت 

 ـيكشت كامل قـرار داده شـد تـا اجسـام جن     طيمح  (EBs)ين

 DMEM/F12  كشـت  طيبا مح ـها  گردد سپس سلول ليتشك
، mM 2 بـا غلظـت   نيگلوتام-ال،  SR  ،5%FBS%10 يحاو

 يهـا  نـه يآم يهادي، اس ـmM 1/1 بتامركاپتواتانول بـا غلظـت  
 ـدر پل% 1 نيليس يو پن mM 1 با غلظت يضرور  24 يهـا  تي
 24قرار داده شـدند و  % 1 ژليپوشش داده شده با ماتر يا خانه

 DMEM/F12 يزيكشت تمـا  طيبا مح طيمح نيساعت بعد ا

ــاو ــامگل-، ال SR%2/0 يحـ ــا غلظـــت نيوتـ ، mM 2 بـ
 يهـا  نـه يآم يهادي، اس ـmM 1/1 بتامركاپتواتانول بـا غلظـت  

 ـmM1  بـا غلظـت   يضـرور   Activin A و% 1 نيليس ـ ي، پن

Stemgent)-100بــا غلظــت ) كــايآمر ng/ml و Wnt3a 

Stemgent-با غلظت  كايآمرng/ml 25 شده بعـد   نيگز يجا
 4مدت  هها در ادامه ب و سلول ضيكشت تعو طياز دو روز مح

قـرار داده   ng/ml 100با غلظت  Activin A روز در مجاورت
  .شدند

 ز،يو تمـا  ماريهفته بعد از ت كي. مونوفلوروسنتيا يبررس
كه به مدت  ينياجسام جن(و نمونه كنترل  افتهي زيتما يها سلول

كشت داده شد  يزيتما يكشت فاقد فاكتورها طيروز در مح 7
 ديبا پارافرمالده) به عنوان نمونه كنترل مثبت در نظر گرفته شد

4 % (PFA, Sigma-Aldrich)  شدند  كسيف قهيدق 30به مدت
  %1/0 لهيوســــ هشستشــــو و بــــ PBS بــــاســــپس 

Merck) TX-100 in PBS (TBST) - و  ريپـذ  نفـوذ ) آلمـان
ــدت   ــه م ــول بلوك 1ســپس ب ــاعت در محل ــگيس ــامل( ن   ش

 1%PBS/BSA  +5 %Goat serum   قرار داده شدند سپس بـه
 ـ سـاعت در معـرض   12 مدت  ـاول يهـا  يبـاد  يآنت   شـامل  هي

 Human Sox17 1:20 (Polyclonal Goat IgG, R&D, 
AF1924, USA), Human FoxA2 1:500 (Polyclonal 

Rabbit IgG, Millipore, AB4125, USA)  در . قرار گرفتند
به مـدت   شستشو و سپس PBS لولها با مح مرحله بعد سلول

 ـثانو يهـا  يبـاد  يساعت در مجاورت آنت 1  Alexa شـامل  هي

fluor 488 donkey anti-goat (Gibco, A-11058, 1:200)  
-Alexa fluor 594 donkey anti-rabbit (Gibco, A و

ــرا   (1:200 ,21207 ــو، ب ــد از شستش ــد و بع ــرار گرفتن  يق
 ـآم رنگ  قـه يدق 5مـدت  بـه   DAPI هـا، بـا رنـگ    هسـته  يزي
 ـم 5ابتـدا از   ج،ينتـا  يسـاز  يكم يبرا. شدند يزيآم رنگ  داني
 ـآم هـا رنـگ   از چاهك يتصادف  كروسـكوپ يشـده بـا م   يزي

شده  رنگ يها سپس تعداد هسته. شد يبردار فلورسنس عكس
. شده شمارش شـد  رنگ يها و بعد تعداد سلول ديشمارش گرد

 نيانگيبه م شده نسبت رنگ يها تعداد سلول نيانگيم تيدر نها
  .ديگرد انيدست آمد و به صورت درصد ب ههسته ب

 mRNA انيب يالگو. qRT-PCR  و انجام RNA استخراج

 با اسـتفاده از  يآندودرم قطع نيدر تكو ريمختلف درگ يها ژن

qRT-PCR  اسـتخراج  يبـرا . انجام شـد RNA  هـا بـا    سـلول
 ـل QIAzol اسـتفاده از   از cDNA سـنتز  يشـدند و بـرا   زي

TaqMan Reverse Transcription Kit ) ســاخت شــركت
 از گرمنـانو  40هـر نمونـه    ياستفاده شـد بـرا  ) ژن، ژاپن سينا

cDNA     از تـر يكروليم 10سـنتز شـده بـا Power SYBER 

Green master mix ) 5/0 و) ژن، ژاپـن  ساخت شركت سـينا 
هر نمونه  Ct .مخلوط گشت) 1جدول ( مرياز هر پرا تريكروليم

بـا   ونيزاس ـيمحاسـبه و نرمال  StepOne افـزار  استفاده از نرمبا 
سـه بـار    شيانجام گرفـت و هـر آزمـا   HPRT  استفاده از ژن
  .ديتكرار گرد
 SPSSافـزار   با استفاده از از نرم جينتا. هاي آماري بررسي

(Ver.12) ــون ــا و آزم ــار يه ــه  Tukey و ANOVA يآم ب
رسم نمودارها . قرار گرفت يابيمورد ارز) Mean±SE(صورت 
 >05/0P بـا هـاي   انجام گرفـت و تفـاوت   Excelافزار  در نرم
  .دار در نظر گرفته شد معني
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 همكاران

 يهـا  ر سـلول  
 نــهيزم 20 در 
 يميتوش ـيونوس

 ـدرصـد ب .   اني
شـــده بـــا  ــار

برابر نسبت بـه  
 انيب شيده افزا

 ـي   Sox17 يعن

ي آندودرم قطعي 
 با hiPSهاي  لول
دهنده بيان اين  
رنگ آميزي . شد
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 ـارز  . شـد  يابي
 يهـا ماركر اني

به  يزيشت تما

لهام حويزي و ه

 ـب ي شـده د اني
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تا بـه امـروز گـزارش     يو قلب يعصب يها ها، سلول تيهپاتوس
  .]29-26[ است دهيگرد

 ليبـر تشـك   يزيتمـا  ريآغـاز مس ـ  يمطالعه ما برا نيا در
اجسـام   ليتشك. ميداشت ديتاك iPS يها از سلول ينياجسام جن

مختلف  يها به سلول زيتما شيسبب افزا كه نيا ليبه دل ينيجن
 ـ از تخصـص  ديتقل ليبه دل نيچن گردد و هم يم  ـلا يابي  يهـا  هي
  .]31,30[ است تياهم يدارا ييزا نيجن يدر ط ينيجن

به  ياديبن يها سلول زيتما نهيدر زم ياساس يها رفت شيپ
 ينيتكـو  يولـوژ يب قـات يكه بر اساس تحق يمشتقات آندودرم

و  نياول يبه آندودرم قطع زيدست آمده روشن ساخته كه تما هب
از جملـه   يآنـدودرم  يهـا  انـدام  نيمرحلـه در تكـو   نيتر مهم

 باشــد يمــ مــوسيهــا، روده و ت پــانكراس، كبــد، شــش  
ــال . ]32,18,9,6,2[ ــايدر آمر 2006در ســ و  Amour كــ

 زيموفـق بـه تمـا    Activinكارانش بـا اسـتفاده از فـاكتور     هم
 ـ يها به سلول يانسان ينيجن يها سلول گشـتند   يآندودرم قطع
 يپانكراس يبتا يها ساز را به سلول شيپ يها سلول نيسپس ا

  . ]7[ دادند زيتما
بـه رونـد    دنيبهبود بخش يبرا ،يزيتما يرهايطول مس در

قـرار   شيمورد آزما يزيتما يهااستفاده از انواع فاكتور زيتما
 نگيگناليس ـ هـا اسـتفاده از   آن نيتـر  كه از جمله مهماند  گرفته

Activin A  وWnt3a ها فاكتور نيا يزيباشند كه توان تما يم
 يدر ط ـ. اسـت  گرفتهقرار  ديياز مطالعات مورد تا ياريدر بس
 ـ هـم  قيمحقق رياخ يها سال  ـدنبـال   هواره ب  يهـا  فـاكتور  افتني

. انـد  بـوده  يبـالا و صـرفه اقتصـاد    ييبا كـارا  يزيمختلف تما
يا مسيرهاي  wntو  wingless يدو فعال هر گاه يتخريب جا

دنبال آن اشتقاق  هاز تشكيل خط اوليه و ب TGF-Bسيگنالينگ 
ــو  ــوش جل ــي در م ــدودرم قطع ــزودرم و آن ــي گيريم ــد م  كن

]32,9,6[ .Nodalي بزرگ  از خانواده ي، عضوTGF-B براي ،
گاسترولاسـيون از  ر طـول  زاينـده د  يها يابي دودمان تخصص

كه از طريق اتصـال   Smadسازي مسير سيگنالينگ  طريق فعال
Nohalافتد ضـروري و لازم شـناخته    ، به رسپتورش اتفاق مي

از  الاييدر حضــور ســطوح بــ يآنــدودرم قطعــ. شــده اســت
يابد و در حالي  ساخته شده و تخصص مي Nodalسيگنالينگ 

ابي مزودرم ي سبب تخصص Nodalكه سطوح پايين سيگنالينگ 
  . ]8[ شود مي

هـاي   به عنوان يـك منبـع بـراي فعاليـت     Nodal ينيپروت
عضـو ديگـري    Activin Aرس نيست اما  در دست بيولوژيكي

تواند بـراي اهـداف مـورد نظـر      ، ميTGF-Bاز سوپر خانواده 
آنـالوگ اسـت و    Nodalبـا   Activin Aاستفاده گـردد زيـرا   

سـان متصـل    به صـورت يـك   Nodalتواند به رسپتورهاي  مي
 ـتول نهيعمده در زم يها رفت شياز پ يكي. شود انـدودرم از   دي

از  Activin A گانديشده كه ل جاديكشف ا نياز ا ياديسلول بن
 Smad 3و  Smad 2كـردن   لهيبـا فسـفور   TGF–ßخـانواده  

 يهـا  را در سـلول  Nodal يرسـان  اميپ ريدر مس ناًيتوانند ع يم
 ـ ديبه راه انداخته و موجب تول ينيجن ياديبن از  ياندودرم قطع

 ريتـاث  نيبنابرا. گردد يو انسان يموش ينيجن ياديبن يها سلول
 in vitroانـدودرم در   ديدر تول TGF–ß يرسان اميپ ريقاطع مس

  .]21،34,33[ شده است ديتائ
اسـت كـه    ييهارياز مس گريد يكي Wnt يرسان اميپ ريمس

 ـم شيآن موجب افـزا  كيمشخص شده است تحر  زيتمـا  زاني
 ـ اش كـه   يسـطح  رنـده يبـه گ  Wntاتصـال  . گـردد  ياندودرم م

frizzled   ــدن پروتئ ــال ش ــث فع ــام دارد باع ــين ــام   ين ــه ن ب
dishevelled كـوژن يگل نيبا مهار پروتئ نيپروتئ نيا. گردد يم 

به هسـته   نيموجب حركت بتاكاتن ß3 (GSK-3ß)- نازيسنتازك
 يس ـيكننـده رونو  كمك فعال كيجا به عنوان  كه در آن دهيگرد

 ـ زيمربوط به تما يها ژن انيكند و موجب ب يعمل م  گـردد  يم
]35,8,4[.  

 يهـا  بار نشان داده شد كه سلول نياول يبرا قيتحق نيا در
hiPS و بـا اسـتفاده از پروتوكـل     ژليكشت بر ماتر طيدر شرا
آندودرم  يها توانند به سلول يم Wnt3aو  Activin A يزيتما
ها به  سلول نيتوان از ا يپس م. ابندي زيبالا تما ييبا كارا يقطع

 ـجد يعنوان منبع  ـيگز يجـا رس و  قابـل دسـت   د،ي  يبـرا  ين
 ـ ينيجن ياديبن يها سلول و  ونـد ياز مسـئله رد پ  يبدون نگران

 ـ هـم . اسـتفاده كـرد   يبعد قاتيدر تحق يمشكلات اخلاق  نيچن
توانند به عنـوان   يبالا م ييكاراشده با  ديآندودرم تول يها سلول

و  يپانكراس ـ يهـا  بـه سـلول   زيتمـا  يمناسب برا يساز شيپ
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و  ابـت يد يمـار يب يبـرا  يدر جهت سلول درمـان  يستيهپاتو
 ـن قيتحق نيا. محسوب گردند يكبد يها يماريب ماننـد هـر    زي

بوده كـه بـه علـت     ييها يكاست يدارا گريد ييدانشجو قيتحق
توان  يم قيتحق نيباشد در ادامه ا يزمان و بودجه م تيمحدود
 ـ بلات و ها از جمله وسترن روش رياز سا  ريبـا سـا   يبررس ـ اي
استفاده كرد و  افتهي زيتما يها سلول تر شيب دييتا يها برا روش
 يهـا  توان از سلول يكه م ميكن يم شنهاديپ قيتحق نيا انيدر پا

 زيتمـا  يمناسب برا يساز شيشده به عنوان پ ديتول يآندودرم
 يها استفاده كرد و سلول يتيو هپاتوس يپانكراس يها به سلول

  .ادقرار د يمورد بررس in vivoكشت  طيرا در شرا افتهي زيتما
  

  تشكر و قدرداني
مقاله مراتب سـپاس و تشـكر خـود را از     نيا سندگانيون

تهـران   يو دانشگاه علوم پزشـك  ياديبن يها مركز ستاد سلول
  . دارند يپروژه اعلام م نيانجام ا يبرا شانيها تيبواسطه حما
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Introduction: In recent years, the idea of being able to replace the destruction of insulin-producing beta 
cells of the pancreas by introducing new cells to repairthe damaged areas has become an accepted potential 
treatment for Diabetes mellitus. The idea to generate pluripotent stem (iPS) cells specific from diabetic 
patient and differentiate to insulin-producing cells has opened a new window to using of iPS cells as new 
source for cell therapy of diabetes without being worried about the immunologica rejection or ethical 
issues. 

Materials and Methods: In the present study, iPS cells were directly generated from the human 
conjunctive-stromal cells and they were subjected to embryoid body formation for 5 days and differntiatied 
to definitive endoderm cells usingActivin A and Wnt3a.   

Results: Differentiated cells were subjected to qRT-PCR using primers for FoxA2 and Sox17 genes as 
marker of definitive endoderm. 

Conclusion: To confirm the result in the level of protein the immucocytochemistry will be undertaken. 
In conclusionthe result of this study can clarify the effect of Activein A and Wnt3a in definitve endoderm 
derivation of iPS and will utilize these cells as precursors for cell therapy for hepatic and diabetics disease. 
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