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Abstract. ����������� �� ��� ����������� ������, ��������� ����-����������� �� ��� ����������� ������, ��������� ����-
����� ��� �� ��ll ���l� b��w��� ��������� ��ll l���� ��ul� ������ll� 
�lu������ ��� ��v�l������ �� ����l���� ����������. T�� ��� �� ���� 
��u�� w�� �� �������� ��� ���� �������������� ��������� ��� � 
������ul�� ��ll l��� ���/�� � ������ul�� ����l���� ��������� u���g 
� g�����l ��g������� ����l ��� �� ������ w������ �� �� �����bl� 
�� u�� ����u��� ���������� �� ���k��� �� ����l���� ����������. 
This study integrates the results of viability, antioxidant, flow 
���������� ��� qu��������v� PCR ������ �� ����� �� ����������z� 
��� ���������� �� �������� ������ �� ����l����. C�ll g��w�� u���g 
����b�l��- (MTT) ��� ���������-b���� ������, ��� ���������� 
�� k�� ��ll ����� ��g��l��g �������� (�53, B�� ��� B�l-2), ��ll 
���l�, ����v��� �� ����������� ������-��l���� �������� (�u�������� 
����u����, glu�������� ����������, glu�������� ���u����� ��� 
����ll���������) ��� ���� ������l ���v��g��g �������� ������ 
[���� ������l� (FR), ������ ���u���g ����������� ��w�� (FRAP), 
ABTS] w��� ���l�z�� �� ��� ��ll l���� 22Rv1, PC-3 ��� PNT1A 
w��� ������� �� �����g �������������� (0-150 µM) ��� ��������� 
l��g�� �� ����l���� ��������� (12-72 �). T�� ���-�u�������l-�53 
PC-3 ��ll l��� ���w�� ��������� BAX (�<0.05) ���, �� �������� 
�� PNT1A ��� 22Rv1, �� ����l����-���u��� ������� �� ��ll ���l�. 
All ��ll l���� ���w�� ���������g l�v�l� �� ���� ������l ���v��g��g 
����v��� b� ABTS, FRAP ��� FR ������ �� � ����- ��� ����-
��������� ������ (�>0.76 �� �<0.001 ��� ABTS, FRAP ��� 
FR �� �<0.001). PC-3 ���w�� ��������� (�<0.05) l�v�l� �� ���� 
������l ���v��g��g ����v��� b� ABTS ��� FR �������. T���� 

findings, together with significantly elevated MT, decreased p53 
��� B�� �������� PC-3 �� b� ����l����-���������. T�� ����������� 
�� ��� ����������� ������ ��� ��������� ���������� �� PC-3 
��ll� ��� �lu������ ��� ��v�l������ �� ����l���� ���������� ��� 
�������� ���� ���� ��ll l��� ��� b� �u����� ��u���� �� � ����l �� 
���������� ����������.

Introduction

C��-������������l����l����u� �� ����l���� �� �� ����g���� 
�����u�� ���� �� w���l� u��� �� � ������� �� �������. T�� 
b���������l ���������� �� ����l���� ������������ ��v�lv� ��� 
b�����g �� ��� ��ug �� �NA ��� ���-�NA ���g��� ��� ��� 
�ub��qu��� ���u����� �� ��ll ����� ����ug� ���������, ��������, 
�� b��� (1). I� ��ll�w� ���� �l����� ���������� �� ��gul����� 
�������� ��v�lv�� �� ��g��l ������u����� ����w��� ���� ������l 
��� ���������, �������� �� ��ll ������� ���������� (F�g. 1) ��� 
���������ll� ��k� ������� ����� �� ������ ������ ���������v� 
�� ��������� ������� �� ����l���� (2,3), w���� ��, ����g ������, 
���� �� l���� ���g�� �� �������� ������. C�llul�� ���������� 
�� ���������� �� ����l���� ��� �ul����������l ��� ���ul� �� ��v��� 
l���������� �� �l�����l u�� (4-6). T��������, ����l���� ���������� 
����l w�� ������ ���� ��������� ��ll l���� PNT1A, PC-3, 
��� 22Rv1 �� ���� ��u��. T�� PC-3 ��ll l��� w�� ����v�� ���� 
� ���������� �� � ��g� g���� �����g�� ����������v� �������� 
������. C���l���� ���������� �� ����u��� �� ����� ��ll� �u� ���-
�u�������l �53 (7). Tu��� �u�������� ������� �53 �l��� � �������l 
��l� �� ��gul����g ��ll ���l� ������, �NA ������ ��� ��������� 
(8). A�������gl�, �u��� ��ll� l��k��g �u�������l �53 w��� ��u�� 
���� ��������� �� ����l���� ���� ��ll� ���� ��������� �u�������l 
�53 ��� ��� ��������� ��ll l���� w��� �������z�� �� ����l���� u��� 
���������u���� w��� w�l�-���� �53 (9). 

A���g ����� �l��������� �� ��llul�� �������� �� ��� ����l����, 
�������v� ������ ��g�� b� ���gg���� (10,11). I� ���v��u� ��u����, 
��� ������l ��l� �� ������������ ����g� �� ��� ����l����-���u��� 
�������� w�� ������������ ��� �� �� �ugg����� ���� �� ���b�bl� 
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���u�� �u� �� �ug������ ROS (������v� ���g�� �������) g�����-
����, w��� �����qu��� ���������� �� ������������l �u������ ��� 
���u��u��, ���l����� �� ��� k�� ���������� �� ��� ������������l 
����������� ������� ������ (GSH ��� NA�PH) ��� ��llul�� 
����� b� ��������� (12,13). T��������, u�����������g ��� ������-
���� �� ����- ��� ���-��������� �������� ��� ����� ��l��������� �� 
����� ������ �� ��� ��ll� u��� ����l���� ��������� w�ll ���v��� 
v�lu�bl� ����g�� ���� ��� ��v�l������ �� ����l���� ���������� 
(11). T��������, ��� ���������� �� k�� ��������� ��g��l��g g���� 
(B�� ��� B�l-2) ��� ��ll �������v� ����l-���������g ��l��ul� 
����ll��������� (MT) w��� ��v����g���� �� ���� ��u�� �� ��������� 
����l���� �������������� ��� l��g�� �� ���������. A��������ll�, 
���� ����������� ��z���� �u�������� ����u���� (SO�), glu��-
������ ���������� (GP�) ��� glu�������� ���u����� (GR) ��� 
����������� �������� w��� ������� �� ��� ����l���� ��������� w��� 
���l�z�� �� ���� ��u��. MT b���� �����l� �� �l����u� ��� ��u� 
��qu����� ����l���� ��� ����v� �� ���� ��� ��ll�. T��� b�����g ��� 
�������l� b��� ���������� w��� ��� ��v�l������ �� ���������� (9). 
H�w�v��, ����� �� ���ll � l�v�l �� ������������� b��w��� ��u����. 
I� ���� �����, ��� l�v�l� �� MT ��� ��g��� �� ����l����-��������� 
��ll�, bu� �� ����� �����, ��� MT l�v�l� ��� u��������� (2). 

I� �u�����, ����������� �� ����������� ������, ��������� 
��������� ��� �� ��ll ���l� b��w��� ��������� ��ll l���� ��ul� 
������ll� �lu������ ��� ��v�l������ �� ����l���� ����������. T�u�, 
��� ��� �� ���� ��u�� w��: �) �� �������� ��� ���� �������������� 
��������� ��� ������ul�� ��ll l��� ���/�� ������ul�� ����l���� 
��������� u���g g�����l ��g������� ����l ��� ��) �� ������, 
w������ �� �� �����bl� �� u�� ����u��� ���������� �� ���k��� �� 
����l���� ����������. 

Materials and methods 

Chemical and biochemical reagents. RPMI-1640 ����u�, 
H��'� F12 ����u�, ����l b�v��� ���u� (FBS) (�����l����-
����), ������ll��/������������ ��� ������� w��� �u������� ���� 
PAA L�b��������� G�bH (P������g, Au�����). P��������-
bu������ ��l��� (PBS) w�� �u������� ���� I�v����g�� C���. 
(C��l�b��, CA, USA). E���l��������������������� ���� (E�TA), 

����l���� 0.5 �g/�l ��lu���� (M����, G������), RIPA bu���� ��� 
�ll ����� �������l� �� ACS �u���� w��� �u������� ���� S�g��-
Al����� C�. (S�. L�u��, MO, USA), u�l��� ����� �����w���.

Cell cultures. T���� �u��� ��������� ��ll l���� w��� u��� �� ���� 
��u��: �) PNT1A �u��� ��ll l��� ����bl����� b� �������l�z����� 
�� �����l ��ul� ��������� ������l��l ��ll� b� ������������ w��� � 
�l����� ���������g SV40 g����� w��� � �������v� ���l������� 
���g��. T�� ������� �ul�u�� w�� �b������ ���� ��� �������� �� 
� 35-����-�l� ��l� ���� ������; ��) 22Rv1 �� � �u��� �������� 
��������� ������l��l ��ll l��� ����v�� ���� � ����g���� ���� w�� 
�����ll� �����g���� �� ���� ����� ����������-���u��� ��g���-
���� ��� ��l���� �� ��� �������l, �����g��-��������� CWR22 
����g����. ���) PC-3 �u��� ��ll l��� ����bl����� ���� � g���� 4 
�����g�� ����������� ��� u���������v� ��������� ��������-
������ ���� 62-����-�l� C�u������ ��l� ��� ����v�� ���� 
���������� ���� �� b���. All ��ll l���� u��� �� ���� ��u�� w��� 
�u������� ���� H��l�� P��������� Ag���� Cul�u�� C�ll������� 
(S�l��bu��, UK).

Culture conditions. PNT1A ��� 22Rv1 ��ll� w��� �ul�u��� �� 
RPMI-1640 ����u� w��� 10% FBS. PC-3 ��ll� w��� �ul�u��� �� 
H��'� F12 ����u� w��� 7% FBS. All ����� w��� �u��l������� 
w��� ������ll�� (100 U/�l) ��� ������������ (0.1 �g/�l), ��� 
the cells were maintained at 37˚C in a humidified incubator 
(S����, J����) w��� 5% CO2. 

Cisplatin treatment. T�� ����l���� ��������� w�� ��������� ����� 
cells reached ~50% confluence. The concentration range 0, 10, 
25, 50, 100, 150 µ��l/l w�� u��� ��� �ll ��ll l����. T��� ������ 
��� ��ll ���v��� ��� ��u� ��� �ll �ub��qu��� ���l���� w��� ��� 
�ub��qu���l�: 12, 24, 48 ��� 72 �. T�u�, 6 (��������������) � 
4 (���� ������) l�z���� w��� �������. C�ll� w��� ���� ���v����� 
��� w����� ��u� ����� w��� 1X PBS, �H 7.4.

Cell content quantification. T���l ��ll ������� w�� ���l�z�� 
u���g C��� ����l TT ������ (R���� A��l��� S������, USA) 
using following protocol: first, calibration was performed from 

F�gu�� 1. C���l����-���u��� �NA ����g�, �������v� ������ ��� ���������. C���l����-��ll ����������� ���ul�� �� �NA ����g�, l�����g �� �53 ����v�����. �NA-������ 
��������� �� �ll�w�� �u� �� �21-���ul���� ��ll ���l� ������. W��� ����g� �� ��������bl�, �53 �������� ��������� b� ����b����� �� ����������� B�l-2 ��� �����-
qu��� ������� ����v�����. C���l���� b���� �� ����ll��������� (MT) ��� glu�������� ��� ��u� �����z�� ����� �����u��� (GSH, ���u��� ���� �� glu��������; GSSG, 
�����z�� ���� �� glu��������). C���l���� g�������� �u�������� ������l (·O2

-), ����������� b� �u�����������u���� (SO�) �� �����g�� ��������, �ub��qu���l� ���u��� 
b� GSH �� ����������� w��� glu�������� ���������� (GP�). GSSG �� ���u��� b� glu�������� ���u����� (GR) �� ����������� w��� ���u��� (NA�PH).
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����l�� �� v��bl� ��� �������� ��ll�. F�� �������� ��ll�, 100 µl ��ll 
�u�������� ��� 800 µl C��� Blu� ��lu���� w�� ����� ��� l��� ��� 
5 ��� �� ���� ��������u��. Sub��qu���l�, 9 �l C��� T��� w�� 
�����. T� ������� v��bl� ��ll ��������, 100 µl ��ll �u�������� 
w�� ����� w��� 10 �l C��� T���. All �ub��qu��� ����u������� 
w��� ��������� �� 100� ��lu��� 100 µl ��ll �u��������. P���� 
���� ����u������, b��kg��u�� w�� �ub�������. All ����l�� 
w��� ����u��� �� �u�l������.

Measurements of cell viability - MTT test. T�� �u�������� 
�� 5,000 ��ll� w�� ����� �� ���� w�ll �� �������� ���������� 
�l����. V�lu�� �� 200 µl w�� ����������� �� 2-11 w�ll�. M���u� 
(200 µl) was added to the first and to the last column (1 and 12, 
control). Plates were incubated for 2 days at 37˚C to ensure cell 
g��w��. M���u� w�� ����v�� ���� ��lu��� 2 �� 11. C�lu��� 
3-10 were filled with 200 µl of medium containing increasing 
������������� �� ����l���� (0-150 µ��l/l). A� ������l, ��lu��� 2 
and 11 were filled with medium without cisplatin. Plates were 
���ub���� ��� 12, 24, 48 ��� 72 �; ����, ����� w��� ����v�� ��� 
���l���� b� � ����� ����u�, ����� ����� � ���. C�lu��� 1-11 
were filled with 200 µl of medium containing 50 µl of MTT 
(5 mg/ml in PBS) and incubated in a humidified atmosphere 
for 4 h at 37˚C, wrapped in aluminium foil. After the incuba-
����, MTT-���������g ����u� w�� ���l���� b� 200 µl �� 99.9% 
�������l �ul������� (�MSO) �� �����lv� MTT-�����z�� ����-
��l�. T���, 25 µl �� gl����� bu���� w�� ����� �� �ll w�ll� ��� 
�b���b���� w�� ���������l� ���������� �� 570 �� (V����M�� 
������l��� ������, M�l��ul�� ��v����, Su���v�l�, CA, USA).

Cell growth and proliferation assay using impedance measure-
ment with xCELLigence system. T�� �CELL�g���� ������ 
(R���� A��l��� S������ ��� ACEA B����������, S�� ���g�, CA, 
USA) �������� �� ��u� ���� ����������: ��� RTCA ���l�z��, ��� 
RTCA �������, ��� RTCA ����u��� w��� ����g����� ����w��� ��� 
�������bl� E-�l��� 16. F����l�, ��� ������l ������g ������������� 
��� ���l��������� ��� ��������� ����� w�� ����������. A���� 
������g ��� ����l �u�b�� �� ��ll� �� 200 µl ����u� �� ���� w�ll 
�� E-�l��� 16, ��� ����������, ���l��������� ��� ��������g �� ��� 
��ll� w�� ��������� �v��� 15 ���. All ����������� w��� ������� 
�u� ��� 250 �. T�� ���ul�� ��� ��������� �� ��l���v� ��������� 
u���g ��� ���u����u���'� ����w��� (R���� A��l��� S������ ��� 
ACEA B����������).

Flow cytometric analysis of cell cycle. T�� ��ll� w��� ���v����� 
and fixed with ice-cold 70% ethanol for 30 min. After washing 
w��� 1X PBS, ��� ��ll� w��� ���ub���� w��� �NA �������g ��lu-
���� ���������g �� �������u� ������ (PI; 50 µg/�l) ��� RN��� 
(100 µg/ml) for 30 min at 37˚C in the dark. Samples were 
analyzed with FACSVerse flow cytometer (BD Biosciences, 
USA) ��� ��� ���� �b������ w��� ���l�z�� u���g FACSu��� 
����w��� (B� B����������).

RNA isolation and reverse transcription. H�g� �u�� ����l-RNA 
���l����� k�� (R����, B���l, Sw��z��l���) w�� u��� ��� ���l�����. 
T�� ����u� w�� ����v�� ��� ����l�� w��� �w��� w����� w��� 
5 �l �� ���-��l� PBS. C�ll� w��� ������� ���, ����������� �� 
clean tubes and centrifuged at 20,800 x g for 5 min at 4˚C. After 
���� ����, l���� bu���� w�� ����� ��� RNA ���l����� w�� ������� 
�u� ��������g �� ���u����u���'� �����u������. I��l���� RNA w�� 
u��� ��� ��NA ���������. RNA (600 �g) w�� ��������b�� u���g 

transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche, Switzerland) 
w�� u��� ��������g �� ���u����u���'� �����u������. P������� 
��NA (20 µl) ���� ����l-RNA w�� ��lu��� w��� RN���-���� 
w���� �� 100 µl ��� 5 µl w�� ������l� ���l�z�� b� 7500 RT-PCR 
������ (A��l��� B���������). 

Quantitative polymerase chain reaction (q-PCR). q-PCR w�� 
��������� �� ����l����� u���g ��� T�qM�� g��� ���������� ����� 
������ w��� ��� 7500 RT-PCR ������ (A��l��� B���������) ��� 
the amplified DNA was analyzed by the comparative Ct method 
u���g β-����� �� �� ����g���u� ������l ��� ����ll��������� 
MT2A, Bax, Bcl-2 and p53 gene expression quantification. 
T�� ������ ��� ���b� ���� ��� β-����� (����� I�: H�99999903_
�1), MT2A (H�02379661_g1) B�l-2 (H�99999018_�1), �53 
(H�01034649_�1), ��� B�� (H�00180269_�1) w��� ��l����� 
���� T�qM�� g��� ���������� ������ (L��� T�����l�g���, 
USA). q-PCR was performed under the following amplification 
conditions: total volume of 20 µl, initial incubation 50˚C/2 min 
followed by denaturation 95˚C/10 min, then 45 cycles 95˚C/ 
15 sec, 60˚C/1 min.

Electrochemical detection of metallothionein. El������������l 
detection was used for quantification of metallothionein. Detection 
w�� ������� �u� u���g AUTOLAB A��l���� (E��C�����, T�� 
N�����l����) w��� �l������l �����-�l������� �����g����� u���g 
�� �����������l �ul�� v�l�������� B����k� ��������. A��l���� 
����l� w�� ���u�ul���� �� ��� �u����� �� � w��k��g �l������� 
w���� �� ����������� b� ���g��g ����u�� ���� �l�������. A���� 
���u�ul�����, ��������� ��������� �� � �u�������g �l�����l��� 
���������g ��b�l��� (��b�l�3+) ��l� �� ������� bu���� �� �H 9.6 
(14).

Spectrophotometric measurement. S����������������� ����u��-
����� w��� ������� �u� u���g �� �u������� �������l ���l���� 
BS-400 (M������, P.R. C����). I� �� �������� �� �uv���� ����� 
tempered to 37±1˚C, reagent space with a carousel for reagents 
(tempered to 4±1˚C), sample space with a carousel for prepara-
���� �� ����l��, ��� �� ������l ��������. T������� �� ����l�� 
��� ���g���� �� ���v���� b� ��b���� ��� �qu����� w��� � �����g 
����l� (����� �� ����g� u� �� 5% �� v�lu��). Cuv���� �������� 
��� ����� b� �� �u������� ����� ���lu���g � ������� ���������l� 
����� �������� �� ���g���� �� ����l��. C������������ �� ���u��� 
�u� �� ��� ������g ������, ���lu���g ������g �� ��� �����g ����l� 
�� w�ll �� ��� ������� b� M�ll�Q w����. F�� ��������� ����l�, ��� 
��ll�w��g ���g� �� w�v�l��g��� ��� b� u��� - 340, 380, 412, 450, 
505, 546, 570, 605, 660, 700, 740, ��� 800 ��.

Determination of SOD. K�� 19160 SO� (S�g�� Al�����, USA) 
w�� u��� ��� ����� �� SO�, EC 1.15.1.1. F����, 200 µl v�lu�� 
�� ���g��� R1 (WTS ��lu���� 20 ����� ��lu��� w��� bu����) w�� 
pipetted into a plastic cuvette and agent was incubated at 37˚C 
��� 108 ���. A����w����, 20 µl v�lu�� �� ����l� w�� �������� 
��� �� 378 ���, ��� �������� w�� ������� b� �����g 20 µl v�lu�� 
�� ���g��� R2 (��z��� ��lu���� 167 ����� ��lu��� w��� bu����). 
I� w�� ���ub���� ��� 72 ��� ��� ���� �b���b���� w�� ����u��� 
�� λ=450 ��. K������ �������� w�� ����u��� ��� 108 ��� ��� 
�b���b���� w�� ���� �v��� 9 ���.

Determination of glutathione reductase and peroxidase. A 
glu�������� ���u����� ��� ���������� ��llul�� ����v��� ����� k��� 
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(S�g�� Al�����) w��� u��� ��� GR ��� GP� ����v��� ���������-
����. R��g���� R1 ��� R2 w��� �������� b� �����lv��g �� �� 
����� bu���� (100 ���l/l �������u� ��������� bu����, �H 7.5, 
w��� 1 ���l/l E�TA). T�� ���g��� R1 �� 260 µl v�lu�� 
(1.15 ���l/l �����z�� glu�������� �� ��� ����� bu����) w�� 
��u��� w��� 10 µl �� ����l� ��� 30 µl v�lu�� �� ���g��� R2 
(1 ���l/l NA�PH �� GR ����� bu����) ���� � �l����� �uv����. 
T�� �������� �� �b���b���� w�� ����u��� �� 340 �� u���g 
k������ ���g��� ��� 126 ���.

Determination of antioxidant activity by the FRAP method. 
T�� FRAP ������ (������ ���u���g ����������� ��w��) �� b���� 
�� ��� ���u����� �� ����l���� �� 2,4,6-���������l-�-����z��� w��� 
������ ��l����� ����������� (F�Cl3·6H2O); ����� �ub������� ��� 
�l���� ��l��l���, ��� �v���u�ll� �l�g��l� b��w����. A���� ��� 
���u�����, blu� �����u� ����l���� ��� ������. P�����u�� 
��� ��� ������������� w�� u��� �� �� S����� et al (15). A���� 
150 µl v�lu�� �� ���g��� �� ��j����� ���� � �l����� �uv���� w��� 
�ub��qu��� �������� �� � 3-µl ����l�, �b���b���� �� ����u��� �� 
605 �� ��� 12 ���. ���������� b��w��� �b���b���� �� ��� l��� 
(��� 12��) ��� ��� ��� 2�� ��� �� ��� ����� ������u�� w�� u��� 
��� ��l�ul����g �� ��� ����������� ����v���.

Determination of antioxidant activity by the free radicals 
method. T��� ������ �� b���� �� �b�l��� �� ��l������ll�� (��� 
����u�-������ ��l� �� ��l������l) �� ������ ��� ������ �l��-
����� w��� � ���bl� ����g� �� �����u� �b��������. T��� ������ 
�� ����������� b� �� �lk�l��� ��v�������� ��� ��� �������� �� 
����l���. 

P�����u�� ��� ��� ������������� w�� u��� �� �� S����� 
et al (15). R��g��� �� 150 µl v�lu�� �� ��j����� ���� � �l����� 
�uv���� w��� �ub��qu��� �������� �� � 6-µl ����l�. Ab���b���� 
�� ����u��� �� 450 �� �� ��� ������ ��� �� ����� ��� ��� l��� 
(��� 12��) ���. ���������� �� ��� �w� �b���b����� �� ���������� 
�� �� �u��u����g v�lu�.

Statistical analysis. F����, ���� w��� ������ ��� �����l��� u���g 
χ2-test and log-normal fitted data were recalculated to log 
���l�. G�����l ��g������� ����l ������ w�� u��� �� ��v��l 
��l���������� b��w��� �ul���l� ������u�u� ��� ����g�����l 
v����bl��. 

P���� �� ��g������� ���l����, P������'� �����l����� w�� 
��������� �� v����� ���������� ������ ����g ��ll l����. 
Sub��qu���l�, ������l �����l������ w��� u��� �� ���l�z� �����u�l� 
�� ����/������������� ����� ��ju������ �� �ll ����� v����bl��. 
T� ��v��l ����������� b��w��� ��ll l����, Tuk��'� ����-��� ���� 
w����� ����g����u� g��u�� w�� ���l���� ����� ��ju������ �� 
�ll ����� v����bl��. P���� �� ����� ���l����, �����u�l� w��� ������ 
��� �u�l���� (��-�����ll� ������bu��� ���� w��� �u�l���� w�� 
���lu��� ���� �ub��qu��� ���l����). H����������l �lu������g 
�� ���������z�� ���� w�� u��� �� ��������� ����l�� ������ 
w����� ���������� ����������. U�l��� ����� �����w���, �<0.05 
was considered statistically significant. Software Statistica 10 
(S���S���, I��., USA) w�� u��� ��� ���l����.

Results

Effect of treatment on cell viability - comparison of MTT 
and impedance-based data. T� ������ ��� ��������� ������ �� 
����l���� �� �������� ��ll l����, ��� �� ��l��� �������������� ��� 

�u����� ���l����, MTT ���� w�� ��������� w��� �������������� 
0 (�� ��ug �����), 10, 25, 50, 100, 150, 200 ��� 250 µ��l/l �� 
�ll ��ll l���� (F�g. 2A). U���g l�g����� ��g�������, IC50 ���������-
����� w��� ���������� �� ���� ������ 12, 24, 48 ��� 72 �. A� 
��������, ����l���� ������������ ��������� �� ����-��������� 
������ (T�bl� I). T� u��������� ����� �������l ����g��, 
���l-���� ��ll g��w�� ���������g w�� ���l���� w��� ��� ���� 
����l���� ��������������. U���g ���� ������, ��������� �������� �� 
��������� ���ul���g �� ���k� �� g��w�� �u�v�� w�� ���������� 
in the first 24 h of treatment (Fig. 2B). This method also showed 
� ����l�� ����-��������� ������������ �������� �� ���� b� MTT. 
H�w�v��, IC50 v�lu�� ��l�ul���� b� ���� ������ w��� �� �v���g� 
1.3-fold higher compared to MTT and no significant correlation 
w�� �b���v�� b��w��� MTT- ��� ���������-b���� IC50 v�lu�� 
(�=0.13 �� �=0.70).

Flow cytometric analysis of the cell cycle. T� ��v��l ��� 
impact of cisplatin on the cell cycle, flow cytometric analysis 
w�� ��������� ����� ��� ����lu���� �� ��ll� w�� ~50%. 
This confluence was reached within 24 to 48 h of treatment. 
C���l����-���u��� ������� �� ��ll ���l� �� �v����� �� PNT1A ��� 
22Rv1 ��ll l���� (F�g. 2C ��� �). I� ����� ��ll�, 100 µM ����l���� 
���� ��������� ��� ���������� �� �ub-G1 ���g� ��ll�; u� �� 26.7% 
��� 73.2% �� PNT1A ��� 22Rv1, ��������v�l�. Fl�w ���������� 
���l���� �� 22Rv1 ��ll� ������� 150 µ��l/l ����l���� w�� b�l�w 
��� ��������� l����� �u� �� ��� l�w ��ll ��u��� �� ��� ����l�. I� 
��������, PC-3 ��ll l��� ���� ��� ���w ��ll ���l� ������, ����-
������g <1.3% �� ��ll� �� �ub-G1 �� �ll �������������� w����u� 
significant increase or decrease.

Effect of treatment on gene expression. Sub��qu���l�, ����- 
��� ����-��������� �������� �� ���������- ��� �������v� 
������-��l���� g���� w�� ���l�z��. F����, ��� l�v�l �� ����ll�-
�������� ������� 2A (RNA ��� �������), ��llul�� �u��� ����g�� 
�53 (RNA ��� �������), ��������� ��gul����� B�l-2 ��� B�l-2-
���������� X ������� (B��, RNA ��l�) w��� ���l�z�� (F�g. 3).

All �������� RNA� ��� �������� w��� �������� �� ��������� 
����-, ����- �� ��ll l���-��������� ������ �� ���� ������. F�� 
� ���� �����������v� u�����������g, �����u�l ���l���� �� �����-
���� ���� ��� ����l���� ���� ����� ��ju������ �� ����� v����bl�� 
�� ������bl�. C��������� ��� �u�� �����u�l ���l���� ��� ���, 
because all lines showed consistently significant increasing/
���������g ������ ��� �ll �ub�������, ��� ���������� w�� ���� 
��l� �� ��� ������ �� ��������/��������. P�����l �����l������ �� 
����-, ��ll l���-, ��� ����-��ju���� �����u�l� w��� ���������� 
�� �lu������ ��� u��qu� ������bu���� �� ��� ��������� ���� ��� 
���� ����v��u�ll� (T�bl� II). T� ���l�z� ���u����� ������, 
�����������l �lu���� ���l���� �� �������v� ���k��� ��� RNA ��� 
������� w�� ���������. A� ���� �� F�g. 3A ��� B, B�l-2, B�� 
��� �53 ���w ����l�� ����- ��� ����-��������� �������� ��� 
��u� �lu������ ��g�����.

F����, ��� u��qu� ������bu���� �� ����l���� ���� ����� ��ju��-
���� �� �ll ����� v����bl�� (��������� ���� ��� ��ll l���) �� 
��������� ����. S�g�������� �l�v����� (�.�., ��g�������� ������l 
�����l����� �>0) w�� ���������� �� B�� (������l �=0.34 �� 
�<0.01) ��� ����ll��������� (������l �=0.73 �� �<0.001 ��� 
�=0.45 �� �<0.001 ��� RNA ��� �������, ��������v�l�). S�����, 
u��qu� ������bu���� �� ��������� �u������ w�� ���l�z��. �53 
��� B�l-2 ���w�� ����-��������� ���������g ������, �=0.34 
�� �<0.01 ��� �=0.63 �� �<0.001, ��������v�l�. T�� ��������g 
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F�gu�� 2. C���l����, ��ll g��w�� ��� ��ll ���l�. E��� ��lu�� ���w� ��� ��ll l��� (�-�). A, MTT ����: ����-�������� �u�v�� ����u��� �� 12, 24, 48 ��� 72 �. 
Ev����� ����b�l�� ����v��� �������� �� l���� ����u�������. B, R��l-���� ��ll g��w�� ���l����. T�� ���������-b���� ��g��l �� ����������� �� � ��ll ����� 
normalized to value 1.0 at the beginning of the treatment. Transient increase in cell index in the first 24 h as a result of cell size and/or adhesivity change 
��ll�w��g ����l���� ���������. C, Fl�w ���������� ���l���� �� ��� ��ll ���l�. I��������g ���������� �� �ub-G1 (���������g ���k�) �v����� �� PNT1A ��� 22Rv1 
��ll� ��� ��� �� �53-�������v� PC-3 ��ll� (�, b v�. �). �, ����-��������� ���������� �� ��ll� �� v����u� ���g�� �� ��� ��ll ���l�. N��� ����l���� ���������� 
>150 µM ��� ��� ���w� ��� b����� �l����� �� ������.

T�bl� I. H�l�-������l ��������������.�

 MTT IC50 (µ��l/l) �CELL�g���� IC50 (µ��l/l)
 ----------------------------------------------------------------------------- -----------------------------------------------------------------------------------
C�ll l���/���� 12 � 24 � 48 � 72 � 12 � 24 � 48 � 72 �

PC-3 18.3 74.9 10.6 1.0 339.6    77.4 25.6 7.0
22Rv1 40.4 30.8 12.7 7.9 U����. 2413.8 10.5 2.6
PNT1A 61.5 44.0   7.9 3.7 185.7     97.1 12.1 2.7

�T���-��������� ���������� �� IC50 ���������� b� MTT ��� �CELL�g����. S�� �v����� ����-��������� �������� �� ������������ u���g b��� 
�������. U����., u����������bl�, �u� �� ���g�.
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RNA� ��� ��� ����- �� �ul��v����� ����-���������. ������� ���� 
����, ����-��������� ���l���� �� �ll g���� ����b�� b������� ��l�-
���� (F�g. 3B). C���l���� ���������ll� ��������� ��� ����������, �� 

particular in first 24 h; up to 60-fold in Bcl-2, 10-fold in p53 and 
5-��l� �� B�� ��� MT2A g����. H�w�v��, ����� 24 � � �l����u �� 
���������� �� �b���v��. A� � ���ul�, ��� ��l����� �� MT RNA ��� 

F�gu�� 3. G��� ���������� ��� ����ll��������� ������� l�v�l ��ll�w��g ����l���� ���������. T�� ������ �� ����g� ����� ��ju������ �� �ll ����� v����bl�� ���w� �� 
��� l��� ��lu��, ��� ������ �� �ul��v����� ���� �� ��� ��g��. A, Clu���� ���l����. S�� �l��� ��l����� �� �53 ��� B�� �� ������g��� ���ul���g �� ����l�� ����� �� ����� 
genes in panel B. B, RNA level. There was distinct elevation of gene expression during first 24 h. Note y-axis in log-scale, gene expression fold change relative to 
PNT1A ��ll l���. MT2A, ����ll��������� 2A. C, M���ll��������� ������� l�v�l. �������� ����l���� �������������-��l���� MT ���������. F�� �ub��qu��� �����l����� 
coefficients see Table II. Data displayed as mean ± SE.

T�bl� II. ���������� �� ���������� �� ����, ����l���� ������������� ��� ��ll l����.�

C����l����� MT MT �53 B�l-2 B�� SO� GR GP� FR FRAP ABTS
coefficients (r) protein RNA RNA RNA RNA

S���l� �����l�����
  T��� (�) 0.03 0.09 0.12 0.36� 0.05 -0.14 -0.26b 0.23b 0.22b 0.18 0.09
  C���l���� (µ��l/l) 0.43� 0.71� 0.03 0.02 0.24b -0.18 -0.59� 0.25b 0.82� 0.64� 0.79�

Mul���l� ��g�������
  Ov���ll 0.59� 0.73� 0.84� 0.69� 0.61� 0.53� 0.82� 0.64� 0.89� 0.76� 0.85�

  T���  0.07 0.22 0.24b 0.49� 0.13 -0.20 -0.43� 0.36� 0.52� 0.36� 0.26b

  C���l���� (µ��l/l) 0.45� 0.73� 0.17 0.12 0.34� -0.21 -0.72� 0.34� 0.88� 0.71� 0.82�

  22Rv1 ��ll� -0.14 0.10 0.34� 0.63� 0.46� -0.22 0.59� 0.48� -0.36� 0.40� -0.39�

  PC-3 ��ll� 0.43� -0.13 -0.82� -0.46� -0.56� -0.29b -0.03 0.06 0.36� -0.01 0.40�

�Pearson correlation coefficients (R) showing ambiguous results. Second, general regression model is used to show multiple R (see ‘Overall’ 
row) and partial correlation coefficients (other parameters). Significant at b�<0.05, ��<0.01, ��<0.001. MT, ����ll���������.
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protein shows weak, but significant positive correlation (r=0.24 
�� �=0.016). 

A���� ���� g��� ���������� ���l����, ������� l�v�l �� MT 
w�� ��u���� (F�g. 3C). S�g�������� ������v� �����l����� w�� 
�b���v�� b��w��� MT ������� ��� ���l��� ����l���� ���� 
(�=0.59 �� �<0.001) ��� �� �����l����� w�� �b���v�� �� ��l����� 
�� �ul��v����� ����.

Effect of treatment on antioxidant capacity. All ���k��� �� 
antioxidant capacity correlate with each other significantly 
(���� ��� ���w�). T��� �� w�ll �v����� �� F�g. 4B ��� ����������� 
�� �lu���� ���l����, w���� ����� ���k��� ��� �l���l� �lu������ 
(Fig. 4A). In terms of statistical significance, all markers of 
antioxidant capacity increased significantly in dose-dependent 
������, �=0.88, 0.71 ��� 0.82 ��� ���� ������l�, FRAP ��� 
ABTS, ��������v�l�, �� �<0.001. T�� �u������ �� ��������� 
affects parameters at lower levels of significance with r=0.52, 
0.36 ��� 0.26 ��� ���� ������l�, FRAP ��� ABTS (F�g. 4B).

W��� ��g��� �� glu��������-��l���� ��z����, ���������g 
����- ��� ����-��������� ����� �� ���w� ��l� b� glu�������� 
���������� (�=0.34 ��� 0.36 ��� ������������� ��� ���� �� 
�<0.01), �� ��������, glu�������� ���u����� �������� �� b��� 
����- ��� ����-��������� ������ (�� �=-0.72 ��� ������������� 

��� �=-0.43 ��� ���� �� �<0.001). Su�������� ����u���� ���w�� 
�� ����- �� �������������-��������� ������ (F�g. 4C). 

Effect of cell lines. Sub��qu���l�, ��� ������ �� ��ll l���� w�� 
���l�z�� ����� ��ju������ �� �ll ����� v����bl��. U���g Tuk��'� 
test for homogeneous groups, no significant difference, except 
in metallothionein RNA, between cell lines was identified. 
All other parameters showed significantly higher/lower trends 
b��w��� ��ll l���� �� ���� ������.

T� �������� ����l�� �������� b��w��� ��ll l����, �lu���� 
���l���� w�� ���l����, �������g �w� �������������� b�������. 
The first branch comprises markers of antioxidant capacity, 
glu��������-��l���� ��z���� ��� ����ll���������, �� ��������, 
��� ������ b����� ���lu��� ���������-��l���� g���� ��� SO� 
(F�g. 5A).

Cl��� ����l����� �� �b���v�� b��w��� ABTS ��� FR, ���w��g 
significant difference between tumorous cell lines only (higher 
in PC-3). MT, similarly to ABTS and FR, shows significant 
���������� b��w��� �u����u� l���� ��l�. Glu�������� ���������� 
shows significant difference between all cell lines, while lowest 
l�v�l w�� �b���v�� �� ���l��� ��ll l���, ��u�, ���w��g ����l����� 
�� glu�������� ���u�����. S���l�� ����� �� �b���v�� �l�� �� FRAP, 
where only PNT1A and 22Rv1 differ significantly. 

F�gu�� 4. O������v� ������ ����� ����l���� ���������. T�� ������ �� ����g� ����� ��ju������ �� �ll ����� v����bl�� ���w� �� ��� l��� ��lu��, ��� ������ �� �ul��v����� 
���� �� ��� ��g��. A, Clu���� ���l����. B, M��k��� �� ����������� ��������. N��� ��� ���������� ����� �� �ll ����� ���k���. C, Glu��������-��l���� ��z����. N��� 
the dose- and time-dependent GR decrease. Contrary to GR, no distinct cisplatin-related trends were determined in SOD. For subsequent correlation coefficients 
��� T�bl� II. ���� ����l���� �� ���� ± SE.
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W��� ��g��� �� ���������-��l���� g���� ��� �u�������� 
dismutase, no difference can be seen in MT mRNA, signifi-
cantly increased Bax in PC-3 cell line, significantly increased 
SOD in healthy PNT1A, significant difference between all cell 
l���� �� ���� �� �53 (l�w��� �� PC-3, ��g���� �� PNT1A) ��� 
significantly increased Bcl-2 in tumorous 22Rv1.

Discussion

T��� ��u�� ���v���� ����- ��� ����-��������� ����������� �� 
����l����-���u��� ����g�� �� ����������� ����������, ��������� 
��� ��ll ���l� ��gul����� �� �������� ������ ��ll l����. T���� 
���������� �l���l� �llu������ ��� ��v�l������ �� ���������� �� 
��v����� ����� �� �������� ������, ����������� b� ��� PC-3 
��ll l���. 

Cell growth, cell cycle. T�� ���ul�� �� v��b�l��� ������ ��������l� 
���w ���� ��� ���������� ������ �� ����l���� �� u���������bl� �� 
first hours of treatment, showing low cytotoxic potential, in 
������ul��, w��� �������� u���g ���������-b���� ������ 
(F�g. 2A). T��� ������ ���v���� ��������� �������� �� g��w�� 
curves in particular in the first 24 h of treatment. Inasmuch as 
this detection method is influenced not only by the number of 

��ll�, bu� �l�� b� ����� ��z� ��� ������v��� (16,17) ��� w��l� 
����� ��������� ����g�� ������ b� ��u��� b� ��ll ��u�� �������� 
�� �u�� � ����� �����v�l, ���� w� ���v��� �v������ �� ����l����-
influenced change of cell morphology and/or adhesivity. The 
������ ����� ���b�l�z����� ���u�� b��w��� 24-48 �. 

Ev�� ����� ���b�l�z�����, ��g� l�v�l �� ����g������� w�� 
�b���v�� b��w��� ����b�l��-b���� MTT ��� ���������-b���� 
v��b�l��� ������. W��l� MTT ���� ������������ ��� ���� ����� 
effect on ‘aggressive metastatic’ PC-3 cells, impedance-based 
(��ll ���u��-, ��z�- ��� ������v���-���������) ������qu� 
������������, �� ��������, l���� ����� ������� �� ���� ��ll l��� 
(������� MTT- ��� ���������-b���� IC50 values in Table Ι, 
Fig. 2). To find an answer for this seemingly conflicting finding 
�� �� ����������� �� ��l��� �� �� ��� ����g�� �� ��ll ���l� ��� ����-
����� �� ����� ��ll l����.

PC-3 ��ll� ��� ����z�g�u� ��� ���������� 17�, ��� ����� 
���gl� ���� �� ��� p53 g��� ��� � ��l����� �� ����� 138 ���� ��� 
��u��� � ���������� ��� � ��w ��-����� ���� ����� �� �������� 
169 (18). A� � ���ul�, PC-3 ��ll� �� ��� ������� �53 ������� (19). 
Our results are in agreement with these findings (20): level of 
�53 RNA w�� �l���� u���� ��� ��������� l����� �� PC-3 ��ll l��� 
(F�g. 4). P53 ���� �� � �u��� �u�������� ����ug� ��� ���u����� 
�� g��w�� ������ ��� ��������� (8). PNT1A ��ll l���, w���� w�� 

F�gu�� 5. C�ll l���� ��� ��l����� ���k���. T�� ������ �� ���� ��ll l��� ����� ��ju������ �� ��������� ���� ��� ����l���� ����. A, Clu���� ���l����. B, M��k��� �� 
����������� ��������. V�lu�� ����l���� �� �g/g �� g�l�� ���� �qu�v�l���. FRAP, ABTS - C, Glu��������-��l���� ��z����. �, RNA ��� ������� l�v�l �� ��l����� 
g����. RNA l�v�l �� ��l���v� g��� ���������� ��l� ����g� ��l���v� �� PNT1A. *Significant at p<0.05 using Tukey's post-hoc test. Data displayed as mean ± SE.
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u��� �� ���� ���������� �� � ���-�u��� ����l, w�� ����������� 
u���g ������ v��u� 40 (SV40) v�����. H�w�v��, SV40 ���u��� 
T-����g�� ����������, w����, �� ��� ����� ����, ����b��� ��� 
����v��� �� �53 (21). T��������, ��ll l���� ����������� u���g ���� 
v����� ��v� l������ ��������v� v�lu� �� ����� �� �53-��������� 
�������. N�v�����l���, T-����g�� �53 ����b����� ��� b� ����u���� 
u���g �������� (22), ���lu���g ����l����. T�� �bj����v� �� 
��� �53 ��������� �� ���� ��u�� w�� ������� �� ������b� �ub�l� 
�������������-��������� ������ �� �53 l�v�l� ��� �� ������b� 
�53-��������� �������� �� �����l, bu� ������ �� ����������� � 
�������bl� ���u��bl��� �� �53 ���������� w��� ������� �� �����-
��v� ������. T�� ���� ���� �������bl� �53 ������� w�� ���������� 
�� PNT1A u���� ����l���� l��� ��������� �53-��������� ����-
w��� ��� b� ���gg���� �� ���� ��ll l���. T��������, PNT1A ��g�� 
b� u��� �� ����l �� ��u�� �53-��������� ����w���, ��w�v��, 
��l� �� ������� �� �������v� ������. T�� ����������� b��w��� 
p53-positive and negative cells are evident in our flow cyto-
������ ���ul��: w������ b��� �53-���������g ��ll� PNT1A ��� 
22Rv1 ���w ����l����-���u��� ��ll ���l� ����g�� ����������� 
b� �� ��������� ���������� �� �ub-G1 ����� ��ll�, PC-3 ��ll 
���� ��� ���w ����l�� ���������� (F�g. 2C ��� �). S���l�� 
���������� w�� ������������ ��� l��k�� w��� ����l���� 
���������� �� ���-���ll ��ll lu�g ������ ��ll l���, ��� �������� 
(23). I� ��� b���  ��������l� ������������ ���� ��������� �� ��� 
��j�� ��������� ��� �l��������g ����g�� ��ll� �� ����l����-
���u��� ��ll� ��ju�� (24-26). T�u�, PC-3 ��ll� w����u� �u�������l 
�53 ��g��l��g ������� ��� ��v��� ��� g��w w��� ������� w��� 
����l���� �� ����� �53-���g����g ���������� ��ug. B���u�� PC-3 �� 
����v�� ���� �� �gg�����v� ���������� ���� �� �������� ������, 
u���g ��� ����������� �� ��� ��������� g���� ��� ����������, 
���� ��u�� ���v���� � g��� ����l �� ����l���� ����������. I� 
��������, ����l��l� �� ����l����, ���� �����u���� ��������� �� 
22Rv1 �������� �� PC-3 w�� �b���v�� b� G��v��� et al w��� 
������� �� 5-�z������� �� b���lu������ (27). T�k�� ��g�����, 
������������� ���ul�� �� MTT ����� ��� �� ���������-b���� 
������ ��� b� ��u��� b� ��l�� ���u��� v��b�l��� �� PC-3, w���� 
��ul� b� ��u��� b� l�w ����b�l�� ����v��� �� ��ll� �� �u�����g� 
����u�. T�� ���� �������l� �� MTT ����� �� ��� �����z�l�u� ��l� 
���u����� �� �����z��, w���� �� qu�������� ������������ll�, 
b� ������������l �u������� �������g����� (S�H). S�H �� 
��l� ����v� �� ��ll� w��� �� ������ ����b�l��� ��� ����������� 
�����. F�����g ��� �������v� ������, w���� �� ������� b� ����l���� 
treatment, was associated with a significant decrease of SDH 
����v���, ��� ��� ���u����� w�� �����������l w��� ��� �������� 
�� ��� ���u�� �� S�H ����l ������� (28,29). Bl��k��g ��������� 
w�� ��u�� �� ������� �u�����g� �� PC-3 ��� �U145 ��ll� (30).

In accordance with this finding, we propose an impedance-
b���� ������ �� ���� ��l��bl� ��� g��w�� ���������g �� 
����������-���u��� ��ll�. S���l�� ����g�� b��w��� ����� ������ 
w��� �������� �l�� �� �u� ���v��u� ��u�� (31).

Cisplatin effects - model of cisplatin resistance? T� �b���� 
������l ����g�� ���� ��w �ll ��� ���k��� ��� �ub������� ��������� 
������ ����g� ����� ��� �����u�� �� ����l����, 3-���� ���������� 
g����� w��� v��u�l�z�� ��� ��l�ul���� ��� ����l� �����l������ ��� 
���� ��ll l���. H�w�v��, �u�� ���l���� ���v���� w��k �����l������ 
��� ��� l������ ��w�� �� �������z� ����l�� �ul��-����������l 
��l������ (T�bl� II). B���� �� ����� g����� �� �� �����bl� �� ���w 
the following conclusions: first, cisplatin concentration or treat-
���� ���� �l���l� ���ul�� �� ������ �������� �� �������� �� ��� 

l�v�l� �� �������� �ub������� �� �ll ��ll l����. T�u�, ���� �� ��� 
���������� �������� �� ��� ��ll l��� ��� �������� �� ��� ����� �� 
����- �� ����-��������� ������. S�����, b��� ���� ��� ������-
������� ��u�� ���� �� l��� �������� ����g�� �� ��� l�v�l� �� �l���� 
�ll ��������� ���k��� ��� �ub�������. T����, ���� ���k��� �� 
�ub������� ������ ��������, w��l� ������ ��������, ��������g �� 
��� ���� �� �������������. 

I����u�� �� �������������� �� g����� w��� ����� �����l����� 
������������ w�ul� b� ����u���g, ����������ll� ���u��������l� 
��w���ul ���, ���� ���������l�, �u�� ���l���� w�ul� ��� ����� 
�� ��� �bv��u� ���������� b��w��� ��� ����������, g�����l 
��g������� ����l w�� u��� �� ���w ��� ������ �� ��ll l����, 
�������������� �� ����l���� ��� ���� �� ����u������ ���ul��-
neously. This method provides benefits of both multiple linear 
��g������� ��� ANOVA ��� ��u� ���v��� � ���� �����������v� 
v��w �� �ll �������� �ub������� ��g�����. I� ���� �������, w� 
focused on the identification of the most characteristic param-
���� ��� ������ul�� ��ll l��� ���/�� ������ul�� ����l���� ���������. 
Additionally, a hypothesis was verified, whether all measured 
���k��� ��� b� u��� �� ������b� ����l���� ����������.

T� �v�lu��� ��� ������ �� ����l���� �������������, �u������ 
�� ���� ��������� ������ �� ���b������� �� �����, ������l �����l�-
����� w��� ��l�ul���� ����� ��� ��ju������ �� �ll ����� v����bl��. 
P�����l �����l������ �b������ b� g�����l ��g������� ����l w��� 
�ub��qu���l� �������� �� ������ll� ��������� P������ �����l�-
tion results. Because significant trends were found mainly after 
��ju����g u���g g�����l ��g������� ����l ��� �� ��������� 
�����l���� ��l� b����� ��ju����g (�.�., �� P������ �����l������), 
it is evident, that just variables ‘concentration’, ‘time’ and ‘cell 
line’ contribute to elucidate the variability (i.e., affect the level 
�� �������� �ub�������). T��� ������ ���l����� u� �� 80% �� ��� 
v����b�l��� �� ���� �����bu���g �� �� ��� ����g� �� ��������� ����, 
����l���� ������������� �� ��ll l��� (R2=0.80 in ‘free radicals’ 
������, ��� ��������). 

I� ���� �������, � ���������� w�� ����ul����, w������ 
�ll ��� ����u��� ���������� ��� ������ ���lu����� b� ��� 
�u������ �� ��� ������ ���������� (��������� ����), �� b� ��� 
������ ��������� (��ug �������������). W������ ��� ���k��� �� 
����������� �������� FRAP, ABTS ��� FR ��� GP� �������� 
�� ����- ��� ����-��������� ������, �53 ��� B�l-2 ��� 
����-��������� ��� BAX ��� MT ��� ����-��������� ��l�. 
I���������gl�, GR ���w� � ���������g ����- ��� �������������-
dependence. These findings are in agreement with what is 
��������l� ��������bl�: ��� ��������� �53 l�v�l ������bu��� �� 
��������� ����ug� B��-���������� C ������������l ��������� 
����w�� b� ����b����� �� B�l-2 (8,32) (F�g. 1). A� � ���ul� �� 
�u�� b�l����, B�� l�v�l ��ll�w� ���l�g�u� ������ �� ����-, 
����- ��� ��ll l���-��������� ������ (F�g�. 3 ��� 5). A� 
agreement with these findings was observed by Kharaziha 
et al (33). Ag������� w��� �u� ���� w�� �l�� ���v���� b� L� 
et al ������������g � ���ul�����u� �������� �� ROS, �53 ��� 
�������� �� �������� �� ������� �l����u�-b���� ���������� 
��ug �����l��l���� (34). 

M���ll��������� ������� l�v�l ��������� w��� ���������g 
����l���� ������������� �u� �� ��� (����l����-���u���) ������v�- 
���g��-������� bu������g ����������. I� ��������, ����ll��������� 
�� ��� �������� b� ��� �u������ �� ����l���� ��������� �u� �� ��� 
���� ���� ��� ������������� �� ���� ��ug (��� ��u� ����l����-g����-
���� �������v� ������) ������ ��l���v�l� ���bl� ����� ������ ����� 
���b�l�z����� (F�g. 3). T�� ��g���� MT l�v�l� ��� ���������� �� �� 
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aggressive, metastasis-derived PC-3 cells. Similar finding was 
�b���v�� b� ��v���l �������� ����� (35-37). T���� ���� �ugg��� 
MT �� �� ��������� ��������v� ��������� �� ����l����-���u��� 
������ ��� ��u� �� ��������� ��������� �� ��� ��v�l������ ��� 
progression of cytostatic resistance. Such finding was already 
�������� (35). N� �b���v�� ����ll��������� RNA-������� 
����� ��� ������ �� b� � �u�������g ���ul�. H�w�v��, �� ������ 
be assumed, that significant RNA-protein correlation must be 
�������. A ���l �� ����ll��������� ����bl� �� bu���� l������ 
���u��� �� �������v� ������ �� ������� ���� �� l��� �� �ll ��ll� ��� 
��u� RNA-�������� ��� ��� b� �������� (38,39). 

W��� ��g��� �� ��� ����v��� �� ��z���� ���lu��� �� �����-
tive stress buffering (SOD, GR and GPx), a specific pattern is 
�b���v��. W������ ���-�u��� ��ll l��� ���w� ��g��� ����v��� �� 
SO� ��� l�w�� ����v��� �� GR ��� GP�, �u����u� ��ll� ���w 
�� ��v���� �����. W��� ������� �� ����l����, GP� ���������, 
GR decreases and SOD does not show any significant trend. 
T�� ���������g ����- ��� ����-��������� ������ �� glu�������� 
reductase may seem surprising at first glance. Generally, one 
w�ul� ���u�� ���� ��� �������� �� �������v� ������ w�ll �l�� 
�������� �����z�� glu�������� ��� ��u� ��� ����v��� �� glu��-
������ ���u�����. H�w�v��, ����l���� ��u��� � ���l����� �� 
��� k�� ���������� �� ��� ������������l ����������� ������� 
������, ���lu���g NA�PH (13). B���u�� �� NA�PH ���������, 
GR activity is expected to decrease. Similar finding with GR 
��� GP� w��� ������� w��� ����l���� �� �������� b� P����b�� 
et al �� � ��� ����l (40). T�� �u����� ������� � ����l����-
���u��� �l�������� �� ��z������ ����������� ����u� w��� �� 
�������� �� l���� ������������ ���������g ���� ����� ��z���� 
�l�� �� ��������� ��l� �� ���b����g �������v� ������ ���u��� 
b� ���� ������l� (40).

W��� ��g��� �� ���k��� �� ����������� ��������, �� �� w���� 
���������g ���� �ll ������l ���v��g��g ����v��� ��������� 
������� �����l���, ���w��g �� �������� ����� ����l���� �����-
����. M��� �����u���� �������� �� �b���v�� �� �u����u� ��ll 
l���� ������ul��l� �� ��� PC-3. T���� ���� �ugg��� �� ��������� 
�b�l��� �� �u����u� ��ll� �� ���� w��� �u�� ����������. T���� 
�� �� �v������ �� u���g ����� ������� �� ������b� ����������� 
capacity on prostate cancer cell lines. This finding, together with 
�l�v���� MT, ��������� �53 ��� B�� �ugg��� ���� ��� PC-3 ��ll 
l��� ��� u��qu� ����u��� �� ���� w��� ������ ���������� ��� ��u� 
�� b� ��������� �� ���u��l ��gul����� ���������� �u�� �� ����-
����� ��� ��ll ���l� ������ ��� �� ������ �����������. T�u�, ���� ��ll 
l��� ��� �u����� b� u��l�z�� �� � ����l �� ���������� ����������, 
��� ���k��� ��� �ub������� �������� ������ �llu������ ���������� 
��v�l������ �� w�ll.

I� ���� ��u��, ��� ��ll-g��w��, ��ll ���l�, ��������� ��� 
�������v� ������-��l���� ������� w��� ���l�z�� �� ������b� 
��� ��v�l������ �� ����l���� ���������� �� �������� ������. I� 
�53-�������v� PC-3 ��ll� �� ����l����-���u��� ��ll ���l� ������ 
��� ���u��� ��������� w�� �b���v��. I� ��������, ��g��� ���� 
������l ���v��g��g ����v��� ��� ��g��� ����ll��������� w�� 
�b���v�� �� ����� ��ll�. I� �������� �� ���������-b���� ���l-
���� ��ll g��w�� ���l����, ���u��� MTT-b���� v��b�l��� �ugg���� 
���u��� ����b�l�� ����v��� ��� ��u� ��ll� ��� �������� �� �u�� �� 
�u�����g�. T�u�, w� ������� �� ���������-b���� ������ �� 
���� ��l��bl� ��� g��w�� ���������g �� ����������-������� ��ll�. 

T�k�� ��g�����, ���ul�� �� ���� ��u�� �l���l� �llu������, ���� 
��� �������� ������ ��ll l��� PC-3 ���w� ��g�� �� ���������� �� 
����������� ����������� b� �� �������� �� ����������� ��������, 

b� ��������� ����ll��������� ����������, b� ����b����� �� ��ll 
���l� ������, ��� b� ��������� ���������� �� ���������� g����. 
T��������, PC-3 ��ll l��� ��� b� u��� ��� �u����� ���l���� �� 
� ����l ��� ���������� ���������� �� w�ll �� �������l� u��� �� 
���� ��u��. H�w�v��, ������� ���������� ��������g ��� �������-
���� �� ��ll� ��w��� �u�����g� �� ��������� ��� ���� ������ ��� 
�u����� ��������.
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