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 دهیچک

ترکیبات آنتیموان داروهاي . به شمار می آیدلیشمانیوز جلدي یکی از مشکلات بهداشت عمومی در ایران  :مقدمه       
عود خطر مصرف این داروها داراي محدودیت ها و عوارض سوء متعددي است و اما  .معمول در درمان این بیماري هستند

در . تحقیقات براي معرفی داروهاي جدید و موثر از اهمیت بالایی برخوردار استبه طوري که  بیماري نیز وجود دارد
مورد ارزیابی  In vitroفلورواوراسیل بررسی شد پروماستیگوت لیشمانیا ماژور در شرایط -5پژوهش حاضر، تاثیر داروي 

  . هم چنین تاثیر این دارو در روند القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولی در پروماستیگوت هاي انگل بررسی شد. قرار گرفت
در ) میکروگرم بر میلی لیتر 100و  50، 25، 12(فلورواوراسیل-5غلظت هاي مختلف از داروي  :ها روش و مواد      

بر پروماستیگوت هاي انگل تاثیر داده شده و با استفاده از شمارش تعداد انگل                  ) ساعت 72و  48، 24(سه زمان
IC50 )half maximal inhibitory concentration (با استفاده از آزمون. محاسبه شدMTT [3-(4, 5-

dimethyl thiazolyl-2)-2, 5-diphenyle tetrazolium bromide] پس از اضافه  درصد زنده بودن انگل
به منظور بررسی القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولی در انگل آنالیز فلوسایتومتري مورد استفاده  کردن دارو تعیین شد و

  . قرار گرفت
در هر میلی لیتر شمارش شد  25/1×106ساعت پس از کشت تعداد انگل در گروه کنترل  24 :پژوهش هاي یافته     

 IC50. شمارش شد 4/0×106و  73/0×106میکروگرم بر میلی لیتر از دارو به ترتیب  100و  12و این تعداد در غلظت 
آنالیز نتایج به دست آمده از آزمون . میکروگرم بر میلی لیتر محاسبه شد 17/26ساعت پس از کشت  24دارو 

فلورواوراسیل باعث القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولی در پروماستیگوت هاي -5فلوسایتومتري نشان داد که داروي 
درصد بود در  64/3ساعت پس از کشت انگل میزان مرگ برنامه ریزي شده سلولی  72انگل می شود که در گروه کنترل 

 درصد 5/74سلولی  میکروگرم بر میلی لیتر میزان مرگ برنامه ریزي شده 100حالی که پس از این مدت زمان در غلظت 
  .تعیین شد

فلورواوراسیل داراي اثرات ضد لیشمانیایی بوده و می توان آن - 5طبق نتایج حاصله، داروي  :گیري نتیجه و بحث     
  .را براي مطالعه در شرایط درون تنی به عنوان دارویی جدید علیه  انگل لیشمانیا پیشنهاد داد
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  مقدمه 
لیشمانیازیس بیماري منتقله از پشه است که انسان از      

شکل . طریق نیش پشه خاکی آلوده به آن مبتلا می شود
بالینی بیماري از زخم هاي جلدي مزمن و آسیب هاي 
پوستی و مخاطی  شدید تا درگیري اندام هاي داخلی متغیر 

قاره به صورت  5کشور و  98لیشمانیازیس جلدي در . است
میلیون مورد جدید  5/1، و سالانه )1-3(دارد، اندمیک وجود

بر اساس ). 4،5(از این بیماري در جهان گزارش می شود،
انتشار جغرافیائی، لیشمانیازیس جلدي به دو گروه دنیاي 
قدیم و جدید تقسیم بندي می شود و عامل آن در بیشتر 

علائم بالینی به شکل . استL.major مناطق دنیاي قدیم 
ست که از چند هفته تا چند ماه پس از آلوده ندولی کوچک ا

شدن شخص سر باز می کند و ایجاد زخمی مشخص در 
میایی مختلفی  از جمله یداروهاي ش). 6-8(پوست می نماید،

میلتفوسین، پارمومایسین، آمفوتریسین ب، لیپوزومال 
آمفوتریسین ب، آلوپورینول و مپاکرین در درمان این بیماري 

خط اولیه درمان این ). 9(ر می گیرند،مورد استفاده قرا
بیماري استفاده از ترکیبات آنتی موآن می باشد، ولی این 
ترکیبات داراي عوارض جانبی بوده و مقاومت دارویی و نیز 

زخم سالک ). 10،11(عود بیماري پس از درمان وجود دارد،
چندان مشکل آفرین نبوده و اغلب ضایعات آن خود به خود 

د، ولی به دلائل متعددي از جمله طولانی بهبود می یابن
بودن دوره زخم، بد شکل بودن جوشگاه باقی مانده و 
احتمال عفونت هاي ثانویه در محل ضایعه ارائه روش 
درمانی آسان، قابل تحمل و بدون عوارض جانبی ضروري 

فلورواوراسیل در گروه داروهاي ). 12،13(به نظر می رسد،
رد، دارویی است که از چهل سال آنتی متابولیت قرار می گی

سرطان پیش در درمان سرطان هاي مختلف به خصوص 
هم چنین ). 14(هاي گوارشی مورد استفاده قرار گرفته است،

و برخی ) به صورت موضعی(در درمان سرطان هاي پوستی
 گلوکوماقدامات چشم پزشکی مانند ترابکولکتومی در درمان 

این دارو از طریق ممانعت از عملکرد  .نیز به کار می رود
تیمیدیلات سنتتاز عمل می کند، ممانعت از فعالیت این 

ند همانند سازي یآنزیم از ساخته شدن تیمیدین که در فرا
DNA ،این ). 14- 16(مورد نیاز است جلوگیري می کند

دارو در واقع یک آنالوگ پیریمیدین است که از طریق 
باعث توقف چرخه سلولی و نیز القاء  DNAممانعت از سنتز 

هم چنین  مرگ برنامه ریزي شده در سلول می شود
چرخه سلولی اختلال ایجاد کرده و  Sفلورواوراسیل در فاز 

در حال حاضر دو  . )16،17(وقف می کند،را مت یتقسیم سلول
  شکل مصرفی از این دارو مورد استفاده قرار می گیرند که 

  
یک شکل به صورت پماد موضعی و دیگري به صورت ویال 

شکل موضعی آن در درمان بسیاري از آسیب . تزریقی است
هاي پوستی مصرف می شود، از جمله در درمان کراتوزیز 

لول هاي سنگفرشی، خورشیدي، کارسینوماي س
پسوریازیس، زگیل هاي ویروسی، زگیل هاي تناسلی، 
پروکراتوزیز سطحی و پروکراتوزیز خطی مورد استفاده قرار 

شکل تزریقی آن در درمان سرطان هاي ). 17-19(می گیرد،
سرطان مختلف از قبیل سرطان هاي گوارشی مانند 

و سرطان پانکراس و نیز آدنو کارسینوماي  کولورکتال
تا به امروز تحقیق ). 20-22(تخمدان و سینه  کاربرد دارد،

جامعی در زمینه اثربخشی این دارو بر روي لیشمانیا صورت 
هدف از انجام این مطالعه بررسی اثرات . نگرفته است

مرگ برنامه ریزي شده سلولی القاء توتوکسیک و نیز یسا
  .فلورواوراسیل بر انگل لیشمانیا بود-5داروي 

  مواد و روش ها 
از موسسه  MRHO/IR/75/ERلیشمانیا ماژورسویه 

 . تحقیقاتی رازي تهیه شد
  دارو   IC50تعیین میزان 

و سرم  RPMI1640ط کشت یمیکرولیتر از مح 100     
 1×106با تعداد (پروماستیگوتحاوي درصد  10جنین گاوي

خانه  96به هر چاهک از پلیت هاي ) انگل در هر میلی لیتر
اي مخصوص کشت سلول اضافه شد و در ادامه به هر 

 50، 25، 12در غلظت هاي فلورواوراسیل -5داروي چاهک 
 72و  48، 24. میکروگرم بر میلی لیتر افزوده شد 100و 

 .انگل شمارش شد ساعت پس از اضافه کردن دارو تعداد
. ها سه بار تکرار شدلازم به ذکر است که تمام این آزمایش 

ها فقط داراي هم چنین در هر پلیت سه تا از چاهک 
فلورواوراسیل -5داروي پروماستیگوت و محیط بوده و فاقد 

بود که این چاهک به عنوان کنترل آزمون در نظر گرفته 
ساعت با  24ز فلورواوراسیل پس ا-5داروي  IC50 . شد

   .محاسبه شد Prism 5  GraphPadاستفاده از نرم افزار
    MTTآزمایشتعیین درصد کشندگی به وسیله 

و سرم  RPMI1640ط کشت یمیکرولیتر از مح 100      
 1×106با تعداد (درصد حاوي پروماستیگوت 10جنین گاوي

خانه  96به هر چاهک در پلیت هاي ) انگل در هر میلی لیتر
در سه چاهک مقدار . اي مخصوص کشت سلول اضافه شد

درصد سرم  RPMI1640+10از محیط میکرولیتر  200
به عنوان کنترل در حاوي انگل ریخته شده و  جنین گاوي

ساعت پس از اضافه کردن  و  48، 24. نظر گرفته شد
بر  میکروگرم 100و  50، 25، 12(اوراسیلفلورو-5داروي 
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-3]میکرولیتر از محلول  20به هر چاهک مقدار ) میلی لیتر
(4,5-dimethyl thiazolyl-2)-2,5-diphenyle 

tetrazolium bromide ] MTT) میلی گرم  5با غلظت
اضافه شد و پس از انجام مراحل پایانی، جذب ) بر میلی لیتر

نانومتر توسط دستگاه  450نوري چاهک ها در طول موج 
 ODالایزا ریدرخواند شد و نتایج آزمایش به صورت 

درصد زنده بودن سلول از طریق فرمول زیر . محاسبه گردید
جذب  ACجذب نوري چاهک بلانک،  AB. محاسبه شد

جذب نوري سلول تیمار شده با  ATنوري چاهک کنترل و 
  .دارو است

[AT-AB]/[AC-AB]×100=درصد زنده بودن انگل  
بررسی القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولی در 

-5داروي  پروماستیگوت هاي انگل پس از افزودن
  فلورواوراسیل 

 Annexin-V (Biovision) در این آزمون از کیت      
 FLUOS  Stainingنگل هاي مواجه شده ا. استفاده شد

 50، 25، 12(فلورواوراسیل -5هاي مختلف داروي با غلظت 
شده و با سرعت  جمع آوري) بر میلی لیتر میکروگرم 100و 

و با شده سانتریفوژ ) دقیقه 5به مدت (دور در دقیقه 2000
مطابق دستورالعمل . دشسته شدن بافر فسفاتمحلول خنک 

میکرولیتر از محلول  5هاي ته نشین شده کیت به سلول 
Annexin-V  میکرولیتر از محلول و نیزPI  اضافه شد و

دقیقه در دماي اتاق و تاریکی  10سوسپانسیون به مدت 
  ها با انکوبه شد و شدت رنگ جذب شده توسط سلول 

  

خوانده شد و   BD FACSCanto IIاستفاده از دستگاه 
لازم به . آنالیز شد FlowJoدر نهایت نتایج توسط نرم افزار 

داروي فلورواوراسیل نمونه هاي کشت داده شده با ذکر است 
براي آزمایش هاي  72و  48، 24پس از ساعت هاي 

  . فلوسایتومتري جمع آوري شدند
براي آنالیز و مقایسه نتایج ابتدا آزمون نرمالیته      

 t-testف اسمیرنوف انجام شد و سپس از آزمون کولموگرو
براي مقایسه نتایج گروه هاي تست با گروه کنترل استفاده 

  .شد
  افته هاي پژوهشی

شت انگل ـت از کـاعـس 72و  48، 24ت ـپس از گذش    
داد انگل با ـیل، تعـلورواوراسـف -5ضور داروي ـدر ح

ساعت پس از کشت  24. استفاده از لام نئوبار شمارش شد
در هر میلی لیتر از  25/1×106تعداد انگل در گروه کنترل 

 100و  12محیط کشت بود که این تعداد در غلظت 
و  73/0×106میکروگرم بر میلی لیتر از دارو به ترتیب 

شمارش شد و با استفاده از نتایج شمارش  04/0×106
 17/26ساعت پس از کشت  24دارو   IC50انگل

میکروگرم بر میلی لیتر محاسبه شد، هم چنین تعداد انگل 
، 12ساعت پس از کشت در گروه کنترل و غلظت هاي  72
، 5/1×106میکروگرم بر میلی لیتر به ترتیب 100و  50، 24

شمارش  0/ 34×106و  44/0×106، 57/0×106،  66/0×106
  )1ماره ـجدول ش.(شد

  
  
  

  انگل رشد از ممانعت آزمون در ها پروماستیگوت تعداد معیار انحراف و میانگین. 1 شماره جدول
  )است تکرار بار سه میانگین نتایج(

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
  
  
  

  
  

  
 فلورواوراسیل -5

  )لیتر میلی بر میکروگرم(

  )106×(ها پروماستیگوت تعداد

  ساعت72  ساعت48  ساعت 24

12  02/0±73/0  01/0±  71/0  02/0±66/0  
25  03/0± 63/0  02/0±58/0  03/0±57/0  
50  01/0±5/0  04/0±47/0  04/0±44/0  
100  01/0±4/0  03/0±37/0  02/0±34/0  

  5/1±05/0  37/1±1/0  25/1±1/0  کنترل
  )P<0.05(است دار معنی کنترل گروه با تست هاي گروه بین اختلاف
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  MTTنتایج آزمون 
درصد زنده ماندن پروماستیگوت ها پس از افزودن      

و  48، 24فلورواوراسیل در -5غلظت هاي مختلف داروي 
محاسبه  MTTساعت پس از کشت با استفاده از آزمون  72
  72و  48، 24. آمده است 2نتایج در جدول شماره . شد

  
میکروگرم بر  100(از کشت در بالاترین غلظتساعت پس 

درصد از سلول ها  2/20و  2/26، 8/31به ترتیب ) میلی لیتر
  )2جدول شماره .(زنده بودند

  
  دارو با مواجه از انگلپس هاي پروماستیگوت ماندن زنده درصد. 2 شماره جدول

  
  

 فلورواوراسیل-5
  )لیتر میلی بر میکروگرم(

  انگل ماندن زنده درصد
  ساعت 72  ساعت48  ساعت24

12  60  55  5/51  
25  51  4/42  6/37  
50  6/36  32  9/30  

100  8/31  2/26  2/20  

  
  
  

نتایج القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولی در پروماستیگوت 
  هاي لیشمانیا ماژور 

درصد سلول هاي Annexin-V با استفاده از کیت      
، )آنکسین مثبت(دچار مرگ برنامه ریزي شده سلولی اولیه

سلول هاي دچار مرگ برنامه ریزي شده سلولی 
، سلول هاي دچار )آنکسین وپروپیدیوم یداید مثبت(تاخیري

و سلول هاي ) پروپیدیوم یداید مثبت(نکروز شده
، 12در چهار غلظت ) منفی آنکسین وپروپیدیوم یداید(زنده
  -5میکروگرم بر میلی لیتر داروي  100و  50، 25

ساعت پس از  72و  48، 24فلورواوراسیل و در سه زمان 
ساعت پس از کشت در غلظت هاي  24. کشت مشخص شد

مذکور و در گروه کنترل درصد سلول هاي دچار مرگ برنامه 
و  3/62، 9/50، 83/31، 99/10ریزي شده سلولی به ترتیب 

ساعت پس  72هم چنین ) 3جدول شماره .(درصد  بود 4/0
) درصد 5/74(و بیشترین) درصد 79/26(از کشت کمترین

ب در ـیـلولی به ترتـمیزان مرگ برنامه ریزي شده س
تر رخ ـلی لیـکروگرم بر میـمی 100و  24ظت هاي ـغل
  )1کل شماره ـش.(داد

  
  
  
  

  پس ساعت 72 و 48 ،24 زمان سه در سلولی شده ریزي برنامه مرگ درصد. 3 شماره جدول
  فلورواوراسیل-5 داروي مختلف هاي غلظت افزودن و کشت از

  

  

  

  
  فلورواوراسیل -5

  )لیتر میلی بر میکروگرم(

  سلولی شده ریزي برنامه مرگ درصد

  ساعت 72  ساعت48  ساعت24

12  99/10  39/14  79/26  
25  83/31  16/34  8/39  
50  9/50  4/50  3/57  
100  3/62  4/71  5/74  

  64/3  41/0  4/0  کنترل
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 72و  24فلورواوراسیل در -5میکروگرم از  100و  12نتایج فلوسایتومتري در لیشمانیا ماژور پس از افزودن غلظت هاي . 1 شماره شکل
در پروماستیگوهاي انگل ) اولیه و تاخیري(زمان و غلظت آلوئه امودین القاء مرگ برنامه ریزي شده سلولیبا افزایش . ساعت پس از کشت

در تصویر درصد سلول هاي زنده، مرگ برنامه ریزي شده سلولی اولیه، مرگ برنامه ریزي شده سلولی تاخیري و نکروز در چهار . افزایش یافت
  .منطقه مجزا نشان داده شده است

  
  

  بحث و نتیجه گیري 
مقاومت هاي داروئی و عوارض سوء داروهاي معمول در     

  درمان لیشمانیازیس به همراه عود بیماري در بیماران بهبود 

افته همواره باعث افزایش تمایل براي انجام مطالعات ی
دارویی در جهت دستیابی به دارویی موثر و مناسب در 

  -5در این تحقیق داروي ). 10،11(درمان بیماري است،
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٣٩ 
 

فلورواوراسیل با توجه به این که در درمان برخی عوارض 
پوستی کاربرد دارد و قابلیت آن در القاء مرگ برنامه ریزي 

-24(شده سلولی در سلول هاي مختلف ثابت شده است،
، جهت بررسی اثرات ضد لیشمانیایی آن مورد استفاده )16

نتایج به دست آمده از این تحقیق نشان داد که . گرفتقرار 
داراي اثر ممانعت کنندگی بر رشد  فلورواوراسیل- 5داروي 

پروماستیگوت هاي انگل لیشمانیا ماژور است که میزان تاثیر 
دارو وابسته به دوز دارو و زمان اثربخشی آن است به نحوي 

انگل  که با افزایش دوز دارو و زمان اثربخشی میزان رشد
درصد زنده ماندن انگل نیز وابسته به دوز . کاهش می یابد

دارو و زمان بود، با افزایش غلظت دارو میزان زنده ماندن 
پروماستیگوت ها کاهش یافت و کمترین مقدار آن در دوز 

ساعت پس از کشت  72میکروگرم بر میلی لیتر و  100
آنالیز نتایج به دست آمده از آزمون . مشاهده شد

-5وسایتومتري نشان داد که در هر غلظت استفاده شده از فل
فلورواوراسیل با افزایش زمان میزان مرگ برنامه ریزي شده 

آنکسین رنگی است که به . سلولی افزایش می یابد
فسفاتیدیل سرین متصل می شود، در سلول زنده این 
فسفولیپید در سطح داخلی غشاء سلول قرار دارد ولی در 

نامه ریزي شده این ترکیب به سطح خارجی شرایط مرگ بر
غشاء می آید بنا بر این آنکسین در سلول هاي در حال 
مرگ برنامه ریزي شده مثبت می شود در حالی که 

سلول متصل می شود و چون  DNAپروپیدیوم یداید به 
نمی تواند از غشاء سلول نفوذ کند تنها در سلول هاي 

این تحقیق نیز  در. متصل می شود DNAتخریب شده به 
با گذشت زمان درصد سلول هایی که اتصال آن ها به  هر 
دو رنگ آنکسین و پروپیدیوم یداید مثبت بود افزایش یافت 

فلورواوراسیل -5که این امر نشان دهنده روند تاثیرگذاري 
فلورواوراسیل از طریق -5. بر ساختمان سلولی انگل است

لقاء مرگ برنامه تغییرات اکسیداتیو داخل سلولی باعث ا
). 23(ریزي شده سلولی در کاردیوسیت هاي رت می شود،

فلورواوراسیل در -5مطالعات انجام شده نشان می دهد که 

سلول هاي سرطانی کلون از طریق ایجاد تغییرات در 
  مرگ برنامه ریزي شده سلولی  Bcl-2پروتئین هاي خانواده 

طریق فعال هم چنین این دارو از ). 24(را القاء می کند،
باعث رخداد مرگ برنامه ریزي شده   3و   8کاسپاز  کردن 

سلولی در سلول هاي آدنوکارسینوماي کلورکتال می 
در مطالعات گذشته القاء مرگ برنامه ریزي شده ). 25(شود،

سلولی در لیشمانیا با استفاده از داروي میلتفوسین بررسی 
لی توسط گیاه هم چنین القاء این فرایند سلو). 26(شده است،

Allium sativum  بر پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور با
مطالعات ). 27(استفاده از فلوسایتومتري اثبات شده است،

مختلف نشان می دهد که ترکیبات و داروهاي دیگري نیز  
از قبیل کانتاریدین، آرتمتر و آرتمیزین باعث القاء مرگ 

یا می برنامه ریزي شده سلولی در انگل لیشمان
نتایج به دست آمده از تحقیق حاضر ). 30،29،28(شوند،

فلورواوراسیل باعث رخداد مرگ - 5نشان داد که داروي 
برنامه ریزي شده سلولی در پروماستیگوت هاي انگل 
لیشمانیا می شود اما مکانیسم، مسیرها و پروتئین هاي موثر 

ر ند سلولی در انگل مشخص نیست ما نیز دیدر القاء این فرا
مطالعه انجام شده تنها به رخداد یا عدم رخداد این فرایند در 
پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور پرداختیم از این رو انجام 
مطالعات بیشتر در شناسایی مکانیزم دقیق اثربخشی این 

با توجه به نتایج این تحقیق انجام . دارو مورد توجه است
و معرفی دارو و یا مطالعات درون تنی می تواند در دستیابی 

ترکیب دارویی مناسب در درمان لیشمانیازیس جلدي مفید 
  .واقع شود

 سپاسگزاري 
جویی و با ـه دانشـب پایان نامـقیق در قالـاین تح    

. حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است
نویسندگان مقاله به خاطر تامین هزینه هاي طرح مراتب 
تقدیر و تشکر خود را از معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت 

  . مدرس اعلام می دارند
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    Cytotoxic Effects of 5-Fluorouracil on  
Major Promastigotes and Induction of Apoptosis  
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Abstract 
 
Introduction: Cutaneous leishmaniasis is 
considered as a public health problem in 
Iran. Antimony compounds are commonly 
used in the treatment of this disease. Ho-
wever, using the drugs is associated with 
limitations and several side effects and also 
there is the risk of disease recurrence. So, 
exploring new and effective drugs is of a 
great importance. In the present study, the 
effect of 5-fluorouracil on the growth and 
apoptosis induction of Leishmania major 
promastigotes was evaluated. 
 
 Materials and Methods: Different concent-
rateons of 5–fluorouracil (12 , 25, 50 and 
100 µg/ml) were tested at three times (24, 
48 and 72h) and half maximal inhibitory 
concentration (IC50)  was calculated by co-
unting the number of parasites and lethality 
percent of the drug on promastigotes was 
determined by MTT [3-(4,5-dimethyl thi-
azolyl-2)-2,5-diphenyle tetrazolium bro-
mide] assay. Flow cytometry was applied to 

 investigate the induction of apoptosis on 
the parasite. 
 

Findings: 24 hours after culturing, the para-
sites count was 1.25×106 per ml in the cont-
rol group and the numbers were counted 
0.73× 106 and 0.4×106 at the concentrations 
of 12 and 100 µg/ml, respectively. The 
IC50 were measured to be 26.17µg/ml after 
24h. Flow cytometry analysis showed that 
the 5-fluorouracil induced apoptosis in Le-
ishmania major promastigotes so that apo-
ptosis was 3.64% in the control group 72 
hours after parasite culturing while, ap-
optosis was 74.5%  at the 100 µg/ml 
concentration of 5-fluorouracil .  
 

Discussion & Conclusion: According to our 
results, 5-fluorouracil has anti-Leishmanial 
effects and it can be suggested as a new 
drug for in vivo purposes against Leish-
mania parasite.  
 

Keywords: Leishmania major, 5- fluorou-
racil, Apoptosis, flow cytometry 
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