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Індукцiя апоптозу сульфуровмiсними сполуками в пухлинних клiтинах

Н. С. Фiнюк, О. Ю. Ключiвська, Р. С. Стойка

IНДУКЦIЯ АПОПТОЗУ СУЛЬФУРОВМIСНИМИ 
СПОЛУКАМИ В ПУХЛИННИХ КЛIТИНАХ 

Хіміотерапія поряд із хірургічним втручанням і променевою терапією нале-
жить до основних методів лікування онкологічних хворих. Хіміотерапію засто-
совують для пригнічення проліферації пухлинних клітин, прогресування захво-
рювання та метастазування [Bailly et al., 2020; Foster et al., 2020; Rivera Vargas 
and Apetoh, 2017]. Одним із найголовніших протипухлинних механізмів дії 
хіміопрепаратів є індукція апоптозу злоякісних клітин [Johnstone еt al., 2002; 
Fulda & Debatin, 2006; de Bruin & Medema, 2008]. Апоптоз – це регульована 
клітинна загибель, перевагою якої є те, що поява апоптотичних клітин не зумов-
лює запальний процес в організмі [de Bruin & Medema, 2008; D’Arcy, 2019]. 
Проте більшість хіміотерапевтичних чинників мають низьку селективність  
і тому пошкоджують як пухлинні, так і здорові клітини/тканини, що призводить 
до важких побічних ефектів в організмі [Gagliardi et al., 2021; Wen et al., 2019; 
Monteiro et al., 2021; Li et al., 2017]. Іншою серйозною проблемою протипухлин-
ної хіміотерапії є те, що більшість її чинників спричиняють розвиток множинної 
медикаментозної резистентності, тому треба постійно вдосконалювати наявні та 
створювати нові протипухлинні субстанції [Johnstone еt al., 2002; Fulda & Debatin, 
2006; de Bruin & Medema, 2008].

У цьому розділі описано результати дослідження цитотоксичної дії нових 
похідних 2-аміно-5-бензилтіазолу (рис. 1) щодо пухлинних і псевдонормальних 
клітин людини in vitro [Finiuk et al., 2017; 2018]. Для оцінювання цитотоксичної 
активності сполук використовували показник IC50 (inhibiting concentration – кон-
центрація речовини, за дії якої гине 50 % клітин, порівняно з контролем). Для 
тестування життєздатності клітин використовували реагент 3-[4,5-диметилтіазол-
2-іл]-2,5-дифеніл-тетразолій бромід (МТТ). 

Встановлено, що похідні 2-аміно-5-бензилтіазолу проявляють токсичну дію 
щодо пухлинних клітин різного тканинного походження [Finiuk et al., 2017; 
2018]. Наприклад, похідне тіазолу N-(5-бензил-1,3-тіазол-2-іл)-3,5-диметил-1-
бензофуран-2-карбоксамід (сполука БФ1) діяло токсично на клітини лінії HepG2 
гепатокарциноми людини (IC50 = 0,8 ± 0,04 мкМ) [Finiuk et al., 2021a], лінії 
WM793 меланоми людини (IC50 = 7,2 ± 0,48 мкМ) [Finiuk et al., 2017], лінії U251 
гліобластоми людини (IC50 = 9,8 ± 0,82 мкМ), лінії Т98G гліобластоми людини 
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(IC50 = 9,44 ± 0,03 мкМ) [Finiuk et al., 2017; Finiuk et al., 2019a], лінії HCT116 
карциноми товстої кишки людини (IC50 = 15,5 ± 1,07 мкМ), лінії MCF-7 карци-
номи молочної залози людини (IC50 = 15,8 ± 1,4 мкМ) і лінії MDA-MB-231 
карциноми молочної залози людини (IC50 = 26,5 ± 2,1 мкМ) [Finiuk et al., 2021b] 
(табл. 1). БФ1 має приблизно у 20 разів більш виражену цитотоксичність щодо 
клітин гліобластоми людини ліній U251 і T98G порівняно з ефектами темозол
аміду, який традиційно використовують у хіміотерапії гліом і гліобластом, та 
удвічі більшу цитотоксичність, ніж доксорубіцин [Finiuk et al., 2019a]. БФ1 також 
має виражену токсичність щодо клітин лінії HCT116 p53-/- карциноми прямої 
кишки людини, що характеризується делецією гена Р53, задіяного в регуляції 
апоптозу (IC50 = 6,1 ± 0,44 мкМ).

Рис. 1.	Хімічна структура N-(5-бензил-1,3-тіазол-2-іл)-3,5-диметил-1-бензофуран-2-карбоксамід (спо-
лука БФ1), 2,8-диметил-7-(3-трифторметил-бензил)піразоло[4,3-e]тіазоло[3,2-а]піримідин-4-он 
(сполука ПП1) і 7-бензил-8-метил-2-пропілпіразоло[4,3-е]тіазоло[3,2-а]піримідин-4(2Н)-он (ПП2)

Похідні тіазолу 2,8-диметил-7-(3-трифторметил-бензил)піразоло[4,3-e]
тіазоло[3,2-а]піримідин-4-он (сполука ПП1) і 7-бензил-8-метил-2-пропілпіра
золо[4,3-е]тіазоло[3,2-а]піримідин-4(2Н)-он (ПП2) виявляли токсичність щодо 
клітин ліній HL-60, Jurkat і K562 лейкозу людини із показником IC50 на рівні 
0,09–3,1 мкМ [Finiuk et al., 2018, Finiuk et al., 2019b]. Речовина ПП1 проявила удвічі 
більшу токсичність щодо стійкої до медикаментів сублінії клітин HL-60/ADR 
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гострого промієлоцитарного лейкозу людини, що характеризується надекспресією 
білка MRP-1, порівняно з ефектом доксорубіцину (IC50 = 3,9 ± 0,27 мкМ – для 
ПП2, IC50 = 8,9 ± 0,65 мкМ – для доксорубіцину) [Finiuk et al., 2018] (табл. 2). 
Антинеопластичний ефект речовин ПП1 і ПП2 знижувався у порядку: лейкоз > 
меланома > гепатокарцинома > гліобластома > рак прямої кишки > карцинома 
молочної залози та карцинома яєчника [Finiuk et al., 2018].

Таблиця 1
Цитотоксичність (показник IC50) для похідного N-(5-бензил-1,3-тіазол-2-іл)-3,5-диметил-

1-бензофуран-2-карбоксаміду (БФ1) щодо різних клітинних ліній ссавців  
(МТТ тест, дія чинника протягом 72 год)

Лінії клітин ІС50 для БФ1, мкМ
(М ± σ)

Клітини HL-60 гострого промієлоцитарного лейкозу людини 0,6 ± 0,07
Клітини HepG2 гепатокарциноми людини 0,8 ± 0,04
Клітини С6 гліоми щура 2,1 ± 0,04
Клітини WM793 меланоми людини 7,2 ± 0,48
Клітини U251 гліобластоми людини 9,8 ± 0,82
Клітини U373 гліобластоми людини 9,4 ± 0,03
Клітини Т98G гліобластоми людини 12,6 ± 1,35
Клітини HCT116 карциноми товстої кишки людини 15,5 ± 1,07
Клітини MCF-7 карциноми молочної залози людини 15,8 ± 1,4
Клітини MDA-MB-231 карциноми молочної залози людини 26,5 ± 2,1
T-клітини Jurkat лейкозу людини 27,0 ±2,13
Клітини SKOV3 карциноми яєчника людини 43,0 ± 5,0
Клітини A549 карциноми легень людини > 50
Клітини K562 хронічного мієлоїдного лейкозу людини > 50
Кератиноцити HaCaТ людини > 50
Клітини HEK293 нирки ембріона людини > 50
Фібробласти NIH3T3 миші > 50

Встановлено, що похідні 2-аміно-5-бензилтіазолу мають низьку токсичність 
щодо псевдонормальних клітин ссавців. Наприклад, речовина БФ1 не досягала 
показника ІС50 за 50 мкМ щодо клітин ліній HaCaТ, HEK293, NIH3T3 (табл. 1). 
Показник цитотоксичності (ІС50) похідного ПП1 становив 30,0 ± 2,88 мкМ для 
клітин лінії HEK293, 17,4 ± 0,15 мкМ – для клітин лінії HaCaТ, 20,8 ± 2,1 мкМ – 
для клітин лінії J774.2. Речовина ПП2 проявила подібну токсичну дію щодо 
клітин ліній НЕК293, HaCaT, J774.2, показник IC50 становив 33,2± 3,27 мкМ, 
29,5 ± 0,31 мкМ і 22,7 ± 2,2 мкМ, відповідно. Похідні 2-аміно-5-бензилтіазолу 
були менш токсичними щодо псевдонормальних клітин, ніж доксорубіцин [Finiuk 
et al., 2017; Finiuk et al., 2018].
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Таблиця 2
Цитотоксичність (показник IC50) для похідного 2,8-диметил-7-(3-трифторметил-бензил)

піразоло[4,3-e]тіазоло[3,2-а]піримідин-4-он (сполука ПП1) і 7-бензил-8-метил-2-
пропілпіразоло[4,3-е]тіазоло[3,2-а]піримідин-4(2Н)-он (ПП2) щодо різних ліній клітин 

ссавців (за даними МТТ тесту через 72 год дії чинника)

Лінії клітин ІС50 для ПП1, мкМ 
(М ± σ)

ІС50 для ПП2, мкМ 
(М ± σ)

Клітини HL-60 гострого промієлоцитарного 
лейкозу людини 0,090 ± 0,008 0,096 ± 0,010

Клітини HL-60/ADR гострого промієлоцитарного 
лейкозу людини (резистентні до дії доксорубіцину) 3,9 ± 0,27 11,2 ± 0,97

Клітини K562 хронічного еритромієлолейкозу 
людини 3,0 ± 0,09 3,1 ± 0,13

Клітини SK-MEL-28 меланоми людини 7,2 ± 0,57 8,2 ± 0,93
Клітини HepG2 гепатокарциноми людини 25,2 ± 1,47 26,4 ± 2,24
Клітини U251 гліобластоми людини 31,9 ± 2,22 21,5 ± 1,93
Клітини HCT116 карциноми товстої кишки людини 32,4 ± 2,87 40,0 ± 4,20

Клітини MCF-7 карциноми молочної залози 
людини > 50 > 50

Клітини SKOV3 карциноми яєчника людини > 50 > 50
Клітини HEK293 нирки ембріона людини 30,0 ± 2,88 33,2 ± 3,27
Клітини HaCaТ кератиноцити людини 17,4 ± 0,15 29,5 ± 0,31
Мишачі макрофаги J774.2 20,8 ± 2,1 22,7 ± 2,2

Відомо, що похідні тіазолу, які мають протипухлинну активність, діють як 
інгібітори полімеризації мікротрубочок і протеїнкіназ (таких як PI3K, CDK, LIM 
кінази, EGFR and VEGF), впливаючи на білок p53, який є супресором пухлин, 
як індуктори апоптозу, як інгібітори мітозу, а також як антиметастатичні засоби 
[Aly et al., 2020; Ayati et al., 2019; Jain et al., 2018; Sharma et al., 2020].

Апоптоз регулюється як через внутрішньоклітинні сигнальні шляхи, так  
і через рецептор-опосередкований шлях. Інактивація апоптозу є однією з осно-
вних причин прогресування раку й уникнення пухлинними клітинами апоптозу, 
що призводить до розвитку медикаментозної резистентності клітин [Johnstone 
et al., 2002; Fulda and Debatin, 2006; de Bruin and Medema, 2008]. Морфологічне 
дослідження апоптотичних клітин виявило такі зміни, як вип’ячування мембрани, 
фрагментація та/чи конденсація ядра, утворення апоптотичних тіл [D’Arcy, 2019; 
Häcker, 2000]. 

Протеолітичні клітинні ензими, зокрема, каспази 2, 3, 6, 7, 8, 9 та 10 є клю-
човими медіаторами апоптозу. Каспази 2, 8, 9 та 10 належать до ініціаторних 
каспаз (initiator caspases), тоді як каспази 3, 6 та 7 є виконавчими каспазами під 
час апоптозу (executioner caspases), активуються висхідними промоторами, 
можуть розщеплювати багато структурних і функціональних білків, зокрема, 
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полі-AДФ-рибозилполімеразу (PARP) [Kumar, 2007]. PARP – важливий ензим, 
необхідний для відновлення ДНК, який виявляє пошкоджену ДНК і зв’язується 
з нею та білками, пов’язаними з репарацією ДНК, підтримуючи виживання клі-
тин і стабільність їхнього геному. Однак, коли ДНК сильно пошкоджена, надмірно 
активований PARP призводить до загибелі клітин через вичерпання енергії, 
необхідної для процесів відновлення пошкодженої ДНК. Крім того, полі(АДФ-
рибоза), яка утворюється у разі активації PARP, може руйнувати мітохондрії та 
вивільняти чинник, що індукує апоптоз [Ivana Scovassi & Diederich, 2004]. 

Активація каспаз-виконавців ініціює каскад подій, який призводить до 
фрагментації ДНК унаслідок активації ендонуклеаз, руйнування ядерних білків 
і цитоскелету, ковалентного зшивання білків, експресії лігандів для фагоцитар-
них клітин і утворення апоптотичних тіл [D’Arcy, 2019; Poon et al., 2014]. Білки 
родини Bcl-2 відіграють значну роль у виживанні клітин. Родина Bcl-2 містить 
як проапоптотичні, так і антиапоптотичні білки. Bad, Bax і PUMA є проапопто-
тичними білками родини Bcl-2, які в основному розташовані в цитоплазмі. Після 
індукції апоптотичними факторами вони сходяться до зовнішньої мембрани 
мітохондрій, утворюючи трансмембранні канали, що дають мітохондріям змогу 
вивільняти цитохром с й активувати каспази, сприяючи апоптозу. Білок Bcl-2  
є антиапоптотичним чинником із родини Bcl-2, який розташований на зовнішній 
мембрані мітохондрій та інгібує апоптоз клітин, блокуючи вивільнення цито
хрому с з мітохондрій. Bcl-2 може також локалізуватись у мембрані ендоплаз-
матичного ретикулуму та ядра і здійснювати там антиапоптотичні функції 
[Oltersdorf et al., 2005; Murphy et al., 2013; D’Arcy, 2019].

Досліджено морфологічні зміни за дії сполуки БФ1 на клітини ліній U251  
і T98G гліобластоми людини. Досліджувана речовина спричиняла помітні мор-
фологічні зміни у клітинах лінії U251 і T98G. Більшість клітин за дії сполуки 
БФ1 набули заокругленої форми із вип’ячуваннями плазматичної мембрани, 
також спостерігали фрагментацію ядра і конденсацію хроматину клітин лінії 
U251 (рис. 2) і T98G (рис. 3). Зростання інтенсивності червоного свічення флу-
оресцентного барвника пропідію йодиду в клітинах свідчить про те, що речовина 
БФ1 зумовлювала також некротичні зміни у клітинах лінії U251 (рис. 2) і T98G 
(рис. 3) гліобластоми людини [Finiuk et al., 2019a]. 

Речовина БФ1 індукує однониткові розриви в ДНК клітин ліній U251  
і T98G (рис. 4), речовини ПП1 і ПП2 – у клітинах лінії HL-60 гострого проміє-
лоцитарного лейкозу людини і K562 хронічного еритромієлолейкозу людини. 
Показник ОТМ (Olive Tail Moment) використовували як параметр для аналізу 
пошкодження ДНК за результатами ДНК-комет аналізу за лужних умов. Речовина 
БФ1 (10 мкМ) пошкоджувала ДНК у клітинах лінії U251 (OTМ = 8,43)  
і клітинах лінії T98G (OTМ = 8,76) [Finiuk et al., 2019a]. Сполука ПП1 індукувала 
пошкодження ДНК у клітинах лінії HL-60 з показником OTМ = 11,0, сполука 
ПП2 – з показником OTМ = 14,9. Подібний показник пошкодження ДНК спо-
стерігали у клітинах лінії K562 за дії ПП1 і ПП2 (OTМ = 10,5 для сполуки ПП1 
та OTМ = 10,1 для сполуки ПП2 [Finiuk et al., 2019b]. Певне пошкодження ДНК 
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Рис. 2.	Фотографії клітин лінії U251 гліобластоми людини за дії досліджуваних речовин: А, Б – конт
рольна група клітин; В, Г – сполуки БФ1 (10 мкМ); Д, Е – темозоломіду (300 мкМ); Ж, З – 
доксорубіцину (20 мкМ). Зліва – комбіноване зображення клітин у режимі диференційно-
інтерференційного контрасту (ДІК) та забарвлених флуоресцентними барвниками 
Hoechst-33342 і пропідію йодидом. Праворуч – флуоресцентне зображення оброблених 
клітин (синій колір  – забарвлення флуоресцентним ДНК-специфічним барвником 
Hoechst-33342, червоний – забарвлення ДНК/РНК-специфічним флуоресцентним барвником 
пропідію йодидом). Жовті стрілки позначають фрагментацію хроматину, зелені стрілки – кон-
денсацію хроматину, білі стрілки – вип’ячування плазматичної мембрани
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Рис. 3.	Фотографії клітин лінії T98G гліобластоми людини за дії досліджуваних речовин: А, Б – конт
рольна група клітин; В, Г – сполуки БФ1 (10 мкМ); Д, Е – темозоломіду (250 мкМ); Ж, З – 
доксорубіцину (20 мкМ). Зліва – комбіноване зображення клітин у режимі диференційно-
інтерференційного контрасту (ДІК) і забарвлених флуоресцентними барвниками Hoechst-33342 
та пропідію йодидом. Праворуч – флуоресцентне зображення оброблених клітин (синій 
колір – забарвлення флуоресцентним ДНК-специфічним барвником Hoechst-33342, черво-
ний – забарвлення ДНК/РНК-специфічним флуоресцентним барвником пропідію йодидом). 
Жовті стрілки позначають фрагментацію хроматину, зелені стрілки – конденсацію хроматину, 
білі стрілки – вип’ячування плазматичної мембрани
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виявлено в контрольних (необроблених) клітинах: OTМ = 2,11 для клітин лінії 
U251, OTМ = 1,86 для клітин лінії T98G [Finiuk et al., 2019a], OTМ = 2,4 для 
клітин лінії HL-60, OTМ = 1,7 для клітин лінії K562 [Finiuk et al., 2019b]. Спо-
луки ПП1 і ПП2 стимулюють фрагментацію ДНК у лейкозних клітинах лінії 
HL-60 і K562 [Finiuk et al., 2019b].  

Рис. 4.	Ілюстрація пошкодження ДНК за дії БФ1 у клітинах гліобластоми людини (за результатами 
ДНК-комет аналізу за лужних умов): фото комет у контрольній групі клітин лінії U251 (А), за 
дії БФ1 (10 мкM) на клітини лінії U251 (Б), у контрольній групі клітин лінії T98G (В), за дії БФ1 
(10 мкM) на клітини лінії T98G (Г) на 6-ту годину дії досліджуваних речовин. Лінійка на фото-
графіях відповідає 40 мкм

Антинеопластичний потенціал більшості протипухлинних чинників, які 
використовують у хіміотерапії (алкілуючі чинники, рослинні алкалоїди, анти-
метаболіти, сполуки платини, антрацикліни), значною мірою реалізується 
через індукцію апоптозу.

За дії БФ1 спостерігали зростання рівня активної форми каспази 3 і роз-
щепленої PARP1 (полі-AДФ-рибозилполімерази) в клітинах ліній U251 і T98G 
порівняно з контролем, що свідчить про втрату здатності клітин до репарації 
ДНК, а отже, про запуск процесу апоптозу в гліомних клітинах ліній U251  
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Рис. 5.	Ілюстрація пошкодження ДНК за дії похідних ПП1 і ПП2 у клітинах лінії HL-60 гострого про-
мієлоцитарного лейкозу людини і K562 хронічного еритромієлолейкозу людини (за результа-
тами ДНК-комет аналізу за лужних умов): фото комет у контрольній групі клітин лінії HL-60 (А), 
за дії ПП1 (0,09 мкM) на клітини лінії HL-60 (Б), за дії ПП2 (0,09 мкM) на клітини лінії HL-60 (В), 
у контрольній групі клітин лінії К562 (Г), за дії ПП1 (3 мкM) на клітини лінії К562 (Д), за дії ПП1 
(3 мкM) на клітини лінії К562 (Е) на 24-ту годину дії досліджуваних речовин. Лінійка на фото-
графіях відповідає 40 мкм

і T98G. Речовина БФ1 збільшувала кількість проапоптотичних білків Bax та 
Bim у гліомних клітинах людини. За дії БФ1 виявлено зменшення вмісту фос-
форильованої форми білка ERK1/2, задіяного у MAPK-кіназному сигнальному 
шляху [Finiuk et al., 2019a]. 
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Виявлено зростання кількості активованої форми ефекторної каспази  3, 
розщепленої форми PARP1 та збільшення кількості ендонуклеази EndoG за дії 
речовин ПП1 і ПП2 в клітинах лінії HL-60 гострого промієлоцитарного лей-
козу людини і лінії K562 хронічного еритромієлолейкозу людини. Білок EndoG 
вивільняється з мітохондрій упродовж апоптозу і зумовлює фрагментацію ДНК 
в ядрі [Zhdanov et al., 2015]. За дії речовин ПП1 і ПП2 спостерігали зниження 
рівня Bcl-2, антиапоптотичного білка родини Bcl-2, i зростання кількості Bim, 
проапоптотичного білка родини Bcl-2. Речовина ПП2 зменшувала кількість 
фосфорильованої форми ERK1/2, задіяного у MAPK-кіназному сигнальному 
шляху [Finiuk et al., 2019b]. 

Рис. 6.	Результати Вестерн-блот аналізу (А) і денситометрії (Б) білків, задіяних в індукції апоптозу  
в клітинах MDA231 аденокарциноми молочної залози людини за дії досліджуваних речовин: 
1 – контроль; 2 – доксорубіцин (Докс, 0,6 мкМ); 3 – БФ1 (26 мкМ) через 48 год дії речовин

За дії БФ1 спостерігали зростання активної форми каспази 3 і розщепленої 
інактивованої PARP1 у клітинах лінії MDA-MB-231 аденокарциноми молочної 
залози людини порівняно з контролем. Речовина БФ1 збільшувала вміст про-
апоптотичного білка Bim і зменшувала вміст антиапоптотичного білка Bcl-2  
у клітинах лінії MDA-MB-231. За дії БФ1 виявлено зменшення фосфорильова-
ної форми білка ERK1/2 у клітинах лінії MDA-MB-231. БФ1 збільшувала вміст 
ендонуклеази EndoG у клітинах лінії MDA-MB-231 (рис. 6).
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Отже, розщеплення каспази 3 та ензиму PARP1 відіграє важливу роль  
у пошкодженні ДНК клітин-мішеней за дії похідних БФ1, ПП1 і ПП2. Вплив 
цих похідних на кількість фосфорильованої форми ERK1/2 свідчить про їхній 
опосередкований вплив на ендоплазматичний ретикулум клітини. Варто від-
значити й залучення мітохондріального шляху апоптозу в цитотоксичну дію 
похідних БФ1, ПП1 і ПП2 щодо пухлинних клітин гліобластоми, карциноми 
молочної залози та лейкозу (рис. 7).

Рис. 7.	Узагальнена схема сигнальних шляхів, індукованих похідними 2-аміно-5-бензилтіазолу  
в пухлинних клітинах лейкозного і гліомного походження

Отже, похідні тіазолу – N-(5-бензил-1,3-тіазол-2-іл)-3,5-диметил-1-бензо
фуран-2-карбоксамід, 2,8-диметил-7-(3-трифторметил-бензил)піразоло[4,3-e]
тіазоло[3,2-а]піримідин-4-он і 7-бензил-8-метил-2-пропілпіразоло[4,3-е]
тіазоло[3,2-а]піримідин-4(2Н)-он – мають цитотоксичну дію на клітини гліоблас-
томи та мієлолейкозу людини. Сполука 7-бензил-8-метил-2-пропілпіразоло[4,3-е]
тіазоло[3,2-а]піримідин-4(2Н)-он є цитотоксичною також щодо медикаментозно 
стійкої сублінії клітин HL-60/ADR гострого промієлоцитарного лейкозу людини. 
Похідні 2-аміно-5-бензилтіазолу індукують апоптоз у гліомних клітинах ліній 
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