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Introduction 
 
Photodynamic therapy (PDT) has been acknowledged as an alternative 

technique for cancer treatment. In PDT, tumor is destroyed by reactive oxygen 
species (ROS) such as hydroxyl radical (OH−), singlet oxygen (1O2), and 
superoxide radical (O2−), which are produced by the reaction of the excited 
photosensitizers (PSs) and oxygen (O2) [17].  

Porphyrins are ubiquitous in the fields of photodynamic therapy and are 
among the most prominent classes of photosensitizers [21]. Several porphyrin 
derivatives have been synthesized and tested for use in PDT. The molecular 
structure, in particular the number and position of the positively charged groups 
and the hydrophobic character of the porphyrin molecules, probably are 
important in their interactions with biological targets. The electrostatic 
interaction of positively charged porphyrins with the negative charges on the 
tumor cell membranes and bacterial surfaces possibly facilitates their 
penetration through membranes and increases their PDT efficacy [18]. 
Currently, scientists are looking at the development of novel photosensitizers 
(PSs) to improve the therapeutic outcome and reduce the nonspecific side-
effects of these anticancer agents [18]. PSs were successfully bound to several 
classes of water soluble compounds such as proteins. The protein carriers are 
inherently biocompatible, they have the benefits of a nano-metric-size object, 
which improves bioavailability of the compound [15].  

We have previously studied the complexes of several cationic porphyrins 
with some blood proteins (hemoglobin [12], albumin [13], transferrin [10], 
ceruloplasmin (CP) [11]). It was shown that these proteins can serve as carriers 
of cationic porphyrins in the blood for PDT. Since CP is actively used as an 
anticancer drug [2, 16], and its complexes with cationic porphyrins with 
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anticancer activities [12, 13] can exhibit a synergistic effect in anticancer 
therapy. In particular, the spectral and fluorescent characteristics of complexes 
of photosensitizers (PSs) with CP, desorption of PS with changes in the 
physiological conditions of the medium (pH and salt composition of the 
medium) [14] were investigated. We also studied the effect of light at various 
exposures (0 - 60 minutes) on the optical absorption of PS and their complexes 
with CP [1]. 

CP (132-kDa) is β2 glycoprotein that is synthesized and secreted by 
hepatocytes as a holoprotein. It is a member of a multicopper oxidase group, 
which contains more than 95% of the copper ions in serum [3]. Copper is a 
necessary element of angiogenesis (tumor vascularization), ensuring the tumor 
active growth, inducing to the surrounding tissues and weight gain [5]. Among 
the physiological functions of CP, besides participation in copper transport, its 
ferro-oxidase activity must be noted [16]. The oxidation of Fe2+ to Fe3+ by CP is 
necessary for apo-transferrin conversion to transferrin [16]. Due to increased 
need of iron for tumor development, the transferrin receptor (TfR) is more 
expressed in tumor cells compared with the surrounding normal tissue [6, 23]. 
After the binding of transferrin to TfR on the cell membrane, its internalization 
occurs by endocytosis [19]. 

In this connection, the study of influence on the oxidase activity of CP 
caused by its’ involvement in the complexes with cationic porphyrins seems to 
be an important aspect for PDT of tumors.  

This paper discusses the oxidase activity of CP separately and in 
complexes with porphyrins. Our aim was to reveal whether complexation or 
illumination change the oxidase activity of CP. Also, electrophoresis was 
performed to clarify the change in the protein structure due to illumination. 

 
Material and Methods 
 
Isolation of CP from human blood plasma. For the isolation and 

purification of human CP, the gel filtration chromatography on Sephadex G-150 
(super fine) and G-25 (Pharmacia Biotech, Sweden) columns and ion exchange 
chromatography on a DE-52 (Whatman) were used according to works [4, 9]. 
The purification procedures were modified and briefly consisted of: ammonium 
sulfate precipitation of blood plasma proteins, ion exchange chromatography on 
DE-52 cellulose column, dialysis and after concentration on DE-52 column, the 
obtained blue-green CP fraction (in 0.05 M PBS + 0.2 M NaCl) was subjected 
to the gel filtration on Sephadex G-150. The collected light blue fractions were 
again concentrated on the DE-52 column. This column was washed 
consecutively with 0.01 M PBS (pH 7.2), 0.025 М PBS, 0.05 М PBS and 0.2 М 
PBS. The main fraction of CP was eluted with 0.2 М PBS (pH 7.2) and 
additionally purified on a Sephadex G-150 column. The obtained CP sample 
has a high purity index: I = A610 / A280 ≥ 0.049 [22]. The CP concentration was 
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complexes in the microenvironment of cancer cells, in addition to the 
porphyrins’ photodynamic effect, will bring to decrease of the oxidase activity 
of CP, resulting in the hindering of angiogenesis in the malignant tissue. 

 
Conclusions 
 
- Neither the types of peripheral group (butyl, hydroxyethyl) nor their 

positions (3rd or 4th) in the pyridyl ring of Zn-porphyrins have significantly 
influence on the oxidase activity of CP.  

- The illumination of the CP complexes with porphyrins did not destroy 
the structure of protein. 

- The illumination for 30-minute of the solutions of CP and its complexes 
with Zn-porphyrins with a tungsten lamp decreased the oxidase activity of the 
protein nearly twofold.  
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Влияние света на оксидазную активность церулоплазмина 
человека в комплексах с катионными Zn-порфиринами 

 
А.А. Закоян, Л.В. Мкртчян, Г.В. Гюльханданян 

 
В исследовании представлено влияние облучения светом видимой 

области на оксидазную активность церулоплазмина (ЦП) человека в комп-
лексах с катионными металлопорфиринами. Исследованы комплексы ЦП с 
Zn-порфиринами с высоким квантовым выходом генерации синглетного 
кислорода: Zn-TBut4PyP, Zn-TOEt3PyP, Zn-TOEt4PyP.  

Целью исследования было определить, влияет ли образование комп-
лекса и освещение на оксидазную активность ЦП. Показано, что обра-
зование комплексов с исследуемыми порфиринами существенно не влияет 
на оксидазную активность ЦП. Облучение вольфрамовой лампой в тече-
ние 30 минут растворов ЦП и комплексов [ЦП+Zn-порфирины] снижало 
оксидазную активность белка почти вдвое. Согласно полученным резуль-
татам, для активности ЦП не важны ни тип периферической группы (бу-
тил, гидроксиэтил), ни их положение в пиридильном кольце (3-е или 4-е) 
Zn-порфирина. Освещение ЦП и его комплексов с порфиринами не рас-
щепляло белковую молекулу. 
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Լույսի ազդեցությունը կատիոնային Zn-պորֆիրինների  հետ 
կոմպլեքսներում  մարդու ցերուլոպլազմինի օքսիդազային 

ակտիվության վրա 
  

Ա.Ա. Զաքոյան, Լ.Վ. Մկրտչյան, Գ.Վ. Գյուլխանդանյան 
 

Աշխատանքում ներկայացվել է լուսային ճառագայթման ազդե-
ցությունը մարդու ցերուլոպլազմինի (ՑՊ) օքսիդազային ակտիվության 
վրա կատիոնային Zn-պորֆիրինների հետ կոմպլեքսներում: Ուսում-
նասիրվել են ՑՊ-ի կոմպլեքսները սինգլետային թթվածնի բարձր 
քվանտային ելք ունեցող հետևյալ Zn-պորֆիրինների հետ՝ Zn-
TBut4PyP, Zn-TOEt3PyP, Zn-TOEt4PyP:  

Այս ուսումնասիրության նպատակն է պարզել՝ ազդո՞ւմ են 
արդյոք ՑՊ-ի օքսիդազային ակտիվության վրա կոմպլեքսագոյացումը 
և լուսավորումը: Ցույց է տրվել, որ ուսումնասիրված Zn-պորֆի-
րինների հետ ՑՊ-ի կոմպլեքսագոյացումն էականորեն չի ազդում սպի-
տակուցի օքսիդազային ակտիվության վրա: ՑՊ-ի և [ՑՊ + Zn-պոր-
ֆիրին] կոմպլեքսների լուծույթների՝ 30 րոպե տևողությամբ վոլֆրամի 
լամպով լուսավորումը բերում է սպիտակուցի օքսիդազային ակտիվու-
թյան կիսով չափ նվազման: Համաձայն ստացված արդյունքների՝ Zn-
պորֆիրինների ծայրային ֆունկցիոնալ խմբերը (բութիլ, օքսիէթիլ) և 
դրանց գտնվելու դիրքը պիրիդիլային օղակում (3-րդ կամ 4-րդ դիրք) 
ՑՊ-ի օքսիդազային ակտիվության համար էական չեն: ՑՊ-ի և պոր-
ֆիրինների հետ դրա կոմպլեքսների լուսավորումը չի բերում սպի-
տակուցի քայքայման: 
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