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Актуальность: В последнее время в медицине все большее применение находит лазерное излуче-
ние в ближней инфракрасной области спектра, совпадающее с полосами поглощения эндогенно-
го молекулярного кислорода, с целью прямой оптической генерации его активной формы – синг-
летного кислорода (“светокислородный эффект”). Однако механизмы его проявления и взаимо-
действия с биологическими объектами до конца не выяснены. Уточнение их является актуаль-
ным и может служить основанием для расширения клинического применения.

Цель: Изучение воздействия лазерного излучения с l1270 нм на специфическое связывание
иммуноглобулина IgG с антигенами и способность стафилококкового энтеротоксина вызывать
иммунный ответ.

Задачи: Определение экспозиционных доз, способных повлиять на данный процесс и установле-
ние самого факта этой возможности.

Материал и методы: Экспериментальный лазерный аппарат l1270 нм (OOO “Новые хирургиче-
ские технологии”, Москва), стафилококковый антиген, стафилококковый энтеротоксин А, сыво-
ротка крови иммунизированных мышей.

Результаты: Установление факта подавления реакции антиген + антитело in vitro как при облуче-
нии антигена, так и при облучении сыворотки, а также подавление способности облученного эн-
теротоксина вызывать иммунный ответ.

Заключение: Установлено подавление иммунных реакций под влиянием лазерного излучения с
перечисленными субстратами, что может косвенно свидетельствовать о влиянии синглетного
кислорода на конформационную структуру белковых молекул. Этот факт важен для понимания
одного из путей реализации “светокислородного эффекта” и может быть использован в клинике.

Ключевые слова: синглетный кислород, инфракрасное лазерное излучение, светокислородный
эффект, стафилококковые антигены, длина волны 1270 нм
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Введение

В настоящее время хорошо изучены и до-
кументированы механизмы повреждения био-
объектов за счет генерации синглетного кисло-
рода при возбуждении различных пигментов-
фотосенсибилизаторов в аэробных системах –
так называемый фотодинамический эффект
(ФДЭ) [1, 2]. Гипотеза о возможности поврежде-
ния клеток и тканей за счет генерации синглет-
ного кислорода без фотосенсибилизатора (ФС)
при прямом фотовозбуждении растворенного в
тканях кислорода была высказана российски-
ми исследователями еще в конце 80-х годов
прошлого века [3–7]. Этот механизм, назван-
ный светокислородным эффектом (СКЭ) [8], од-
нозначно установлен, однако до конца не вы-
яснен и в настоящее время широко обсуждает-
ся [9]. Для его наблюдения необходимо узкопо-
лосное (квазимонохроматическое) излучение в
определенных спектральных интервалах, соот-
ветствующих полосам поглощения, растворен-
ного в водной среде молекулярного кислорода.

В водных системах наибольший выход
синглетного кислорода наблюдается при дей-
ствии света в инфракрасном диапазоне при
1264–1270 нм. На модельных системах экспе-
риментально доказано образование синглетно-
го кислорода при прямом лазерном возбужде-
нии в инфракрасной полосе поглощения кисло-
рода, растворенного в различных средах в со-
ответствии с парциальным давлением [10, 11].
Светокислородный эффект (СКЭ) на 3–4 поряд-
ка менее эффективен, чем генерация синглет-
ного кислорода при фотовозбуждении фотосен-
сибилизаторов. Тем не менее, многочисленны-
ми работами доказано, что облучение в области
основных полос поглощения кислорода вызы-
вает биологические эффекты [12].

За счет генерации синглетного кислорода
ФДЭ (трехкомпонентный – фотосенсибилиза-
тор, свет и кислород) и СКЭ (двухкомпонент-
ный – свет и кислород) имеют определенную об-
щность и различия [13]. В комплексе физико-
химических и медико-биологических исследо-
ваний, выполненных за последние два десяти-
летия, установлен единый механизм биостиму-
лирующего и фотодеструктивного действия
ФДЭ и СКЭ.

Фотодинамический и светокислородный
эффекты объединяют:

 первичный фотопродукт – синглетный кис -
ло род 1О2;

 зависимость от концентрации O2 в тканях; 

 идентичность динамики развития по вреж -
де ний в клетках; 

 возможность получения цитотоксического
эффекта.

Они различаются:

 квантовым выходом генерации 1О2 (при ФДЭ

он значительно выше);

 концентрацией активных форм кислорода в
результате фотовоздействия (при ФДЭ их
значительно больше, чем при СКЭ);

 локализацией 1О2 в тканях (локальной кон-

центрацией в микроструктурах ткани: если
при ФДЭ 1О2 сосредоточен в основном в ме-

стах локализации ФС, на мембранных
структурах и внутриклеточных органеллах,
то при СКЭ 1О2 рассредоточен в цитоплазме

и межклеточной жидкости);

 преимущественными путями дезактивации
1О2: при ФДЭ велика вероятность химиче-

ских реакций 1О2 со структурными компо-

нентами мембран, а при СКЭ значительно
выше вероятность физического пути дезак-
тивации – сброс возбуждения в окружаю-
щую водную матрицу с последующей ее
структуризацией [14].

Эти различия обусловливают преимуще-
ственные области практического использова-
ния этих эффектов. В настоящее время ФДЭ ак-
тивно применяется при фотодинамической те-
рапии (ФДТ) в онкологии и при неонкологиче-
ских заболеваниях. В то же время СКЭ, кото-
рый в основном определяет эффективность
низкоэнергетической лазерной терапии (НЛТ),
при некоторых длинах волн может иметь
значительно более широкий спектр примене-
ния. Основанные на СКЭ методы лечения со-
ставляют новое направление – светокислород-
ную терапию (СКТ). Изложенный круг общих
представлений об этом подробно анализиру-
ется в серии обзорных статей [8, 9, 11, 14].

ФДЭ уже давно применяется в медицине
при лечении целого ряда заболеваний, в то же
время СКЭ сравнительно недавно стал нахо-
дить свое применение в виде нового направле-
ния СКТ, показания к которой постоянно рас-
ширяются от использования в промышленной
микробиологии до применения в клинической
практике [15–20].

Имеет место исследование и развитие но-
вых методик применения лазеров с различны-
ми длинами волн в иммунологии, в том числе с
длинами волн в спектре поглощения эндоген-
ного кислорода – СКЭ [21, 22]. Описано подав-
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ление жизнеспособности микробных клеток
под воздействием СКЭ при определенных пара-
метрах излучения [23].

Особый интерес представляет обнару-
женный эффект подавления репликации виру-
лентных фаговых вирионов клебсиеллезного
бактериофага in vitro при l1270 нм [24]. Было
высказано предположение о возможном воз-
действии образующегося синглетного кислоро-
да на конформационную структуру белковых
молекул. В связи с этим, по нашему мнению,
изучение влияния СКЭ в этом диапазоне как на
стафилококковые антигены, так и на аффин-
ность образующихся при иммунизации анти-
тел к ним позволило бы не только прояснить
некоторые механизмы СКЭ, но и впоследствии
найти им применение в разработке новых ме-
тодик светокислородной терапии (СКТ).

Материал и методы

Эксперимент проводили на 15 мышах-
самках линии Balb/C. Животных разделили на
две группы: интактные животные (контроль-
ная группа 5 мышей) и иммунизированные жи-
вотные (экспериментальная группа 10 мышей).
Мышей в экспериментальной группе иммуни-
зировали двукратно с интервалом 7 сут взве-
сью убитых клеток золотистого стафилококка,
для чего внутрибрюшинно вводили 0,2 мл
взвеси культуры с содержанием 2109 клеток в
1 мл. На 21-е сутки по окончании иммуниза-
ции проводили забор крови у контрольных и
экспериментальных животных и после осажде-
ния клеточной массы центрифугированием со-
бирали сыворотку для исследования. 

Для получения стафилококкового белка
молекулярной массой 50 кДа был взят образец
паспорта штамма “Ивашкин”:
1. Номер штамма ГКПМ – 201204.
2. Название штамма – Staphylococcus aureus.
3. Особенности штамма – Ивашкин.
4. Получен ФГБУ “ГНЦ Институт иммуноло-

гии” ФМБА России.
5. Дата получения 2009 г.
6. Условия культивирования штамма (среда,

температура и т.д.) – МПА, МПБ, агар Хот-
тингера, бульон Хоттингера; t=37°C;
длительность 18–24 ч.

7. Характеристика – морфологические и био-
химические свойства типичные.

После выращивания штамма на пита-
тельной среде из культуральной жидкости была

выделена клеточная масса S. aureus в объеме
20 мл с содержанием 90109 клеток в 1 мл. Пе-
ред проведением дальнейших работ культуру
бактериальных клеток дезактивировали пара-
ми формалина.

Дробление стафилококковых клеток осу-
ществлялось с помощью ультразвукового дез-
интегратора UD-20 фирмы Techpan (Польша)
при рабочей частоте 221,65 кГц и выходной
мощности 180 Вт.

Дезинтегрирование проводилось в
течение 45 мин со средним интервалом
времени 3,5 мин. Для работы был выбран диа-
пазон со стабилизированной амплитудой коле-
баний на конце концентратора, соот вет ствую -
щей 8 мкм. Неразрушенные фрагменты бакте-
риальных клеток осаждали цент ри фу ги ро ва -
нием в течение 20 мин при 3000 об/мин, после
осадок удаляли.

Препаративное выделение фракции бел-
ка осуществлялось методом гель-фильтрации с
использованием Сефадекса G-100 фирмы
Pharmacia (Швеция) на колонке фирмы LKB
(Швеция) размером 348 см (V=340 мл). Элю -
цию вели 0,04 М Na-фосфатным буфером,
объем препарата 1,5 мл (все параметры за-
имствованы из экспериментов, касающихся
разделения нативных белков – см. Остерман
Л.А., 1985, с. 146).

Для предварительного определения моле-
кулярной массы белков S.aureus строился гра-
фик селективности, для формирования которо-
го применялись стандартные белки (бычий сы-
вороточный альбумин (БСА) с М=66 кДа,
карбоангидраза с М=29 кДа, цитохром С с
М=12 кДа) и рассчитывался коэффициент
доступности (KAV)

KAV = (VR–V0)/(Vt–V0),

где Vt – полный объём пустой колонки, V0 – сво-

бодный объём колонки вне гранул, Vt–V0 – пол-

ный объём гранул, VR – объём элюции.

Для определения V0 использовался специ-

альный окрашенный препарат-голубой декс -
тран с молекулярной массой 2000 кДа.

Для предварительного ориентировочного
определения молекулярной массы белка глав-
ного пика в каждой из двух полученных смесей
был построен график селективности (рис. 1).

Расчет коэффициентов доступности (Kav)

для построения графика селективности:
Vэлюции = 6 мл/ч.

Vt = 300 мл.
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V0 = 111 мл.

Для голубого декстрана (ГД): Kav=0.

Для БСА: Kav=(VR–V0)/(Vt–V0)= (155–111)/189=0,23.

Для карбоангидразы: Kav=(196–111)/189=0,45.

Для цитохрома С (cyt C): Kav=(235–111)/189=0,66.

Для белковой фракции: Kav=(170–111)/189=0,31.

Искомая молекулярная масса 50000 Да,
значение которой соответствует по оси Х лога-
рифму молекулярной массы (LgM) ~4,69.

Методом вертикального электрофореза в
15 % полиакриламидном геле, с использовани-
ем камеры для электрофореза SE 300 mini VE
фирмы Hoefer (США), было показано, что иссле-
дуемая белковая фракция золотистого
стафилококка соответствует 50 кДа.

Облучение белковой фракции с мо ле ку -
ляр ной массой 50 кДа с содержанием белка в
концентрации 3 мкг/мл, полученной из дроб-
ленной культуры золотистого стафилококка, и
облучение сыворотки крови сенсибилизиро-
ванных мышей проводили экс пе ри мен таль -
ным лазером с длиной волны 1270 нм.

Облучение образцов антигена (АГ) и сы-
воротки с антителами (АТ) проводили в отдель-
ных 8-луночных стрипах из разборного 96-лу-
ночного планшета. В 5 лунок стрипа,
промаркированного АГ, помещали 200 мкл бел-
ковой фракции в фосфатном буфере рН 7,8 и
последовательно облучали каждую лунку в
течение 3 мин с расстояния 2 см, при различ-
ных значениях мощности. Облучение проводи-
лось по следующей схеме: лунка №1 – 800 мВт
(374 Дж/см2), лунка №2 – 700 мВт
(327 Дж/см2), лунка №3 – 450 мВт
(210 Дж/см2), лунка №4 – 350 (164 Дж/см2),
лунка №5 – 300 мВт (140 Дж/см2). После облу-
чения проводили сорбцию в буфере разведения
облученной и не облученной белковой фракции
на планшеты повышенной сорбции для прове-

дения тестов иммуно-ферментного анализа
(ИФА). Облучение сыворотки проводили в день,
соответствующий по методике постановки им-
муноферментного анализа для внесения образ-
цов сыворотки (АТ) поверх сорбированных бел-
ковых фракций (АГ). Схема облучения соответ-
ствовала схеме облучения белковой фракции.
Дальше по методике постановки ИФА вносили
раствор конъюгата, субстрат в буферном рас-
творе и стоп-раствор. Определение оптической
плотности растворов проводили на приборе
Multiscan при длине волны 492 нм. При поста-
новке тестов ИФА были использованы следую-
щие сочетания:
№1 – облученная белковая фракция + облучен-

ная сыворотка;
№2 – облученная белковая фракция + не облу-

ченная сыворотка;
№3 – не облученная белковая фракция + облу-

ченная сыворотка;
№4 – не облученная белковая фракция + не

облученная сыворотка;
№5 – не облученная белковая фракция + конт-

рольная сыворотка;
№6 – облученная белковая фракция + конт-

рольная сыворотка.
В другой аранжировке опытов со стафи-

лококковым энтеротоксином А эксперимен-
тальную работу проводили на 15 мышах линии
Balb/C самках. Животных разделили на три
группы: интактные животные (контрольная
группа), иммунизированные животные необлу-
ченным стафилококковым энтеротоксином А
(экспериментальная группа 1) и иммунизиро-
ванные животные облученным стафилококко-
вым энтеротоксином А (экспериментальная
группа 2). Облучение стафилококкового энте-
ротоксина А из Staphylococcus aureus (фирмы
Sigma), растворенного в физиологическом
растворе в количестве 50 мкг в объеме 0,5 мл,
проводили в кварцевой кювете с площадью
1 см2 ИК-лазером с длиной волны 1270 нм доза
облучения составила 480 Дж/см2. Температура
дна кюветы изменялась от 24,5°С до 39°С, в
толще жидкости от 23,5°С до 33,7°С. Темпера-
тура содержимого лунок планшета в предыду-
щем опыте составляла в среднем от 20°С до
38°С. Измерение температуры проводилось ме-
тодом радиотермометрии на эксперименталь-
ной модификации установки РТМ-01, Россия.

Мышей в экспериментальной группе 1
иммунизировали двукратно с интервалом
7 сут, 10 мкг стафилококкового энтеротоксина
А на одно животное. Мышей в эксперименталь-
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Рис. 1. График селективности



ной группе 2 иммунизировали также двукратно
с интервалом 7 сут, по такой же схеме, с предва-
рительным облучением стафилококкового эн-
теротоксина А перед каждой иммунизацией.

Уровни содержания специфического IgG в
сыворотке крови мышей определяли методом
ИФА (ELISA) по оптической плотности. При по-
становке в ИФА реакции АГ-АТ, использовали
необлученный стафилококковый энтеротоксин
A для связывания IgG-антител сыворотки кро-
ви мышей.

Результаты

Полученные в работе данные пред став ле -
ны в табл. 1.

Двукратное введение взвеси убитых кле-
ток золотистого стафилококка у мышей самок
вызвало увеличение содержания в сыворотке
крови специфического IgG по сравнению с
контролем в два раза, что видно по увеличению
оптической плотности (ОП) в тесте ИФА с

0,1060,009 до 0,2140,019 (сочетания №4 и

№5). Под действием лазерного излучения на

белковую фракцию из культуры золотистого

стафилококка и на сыворотку иммунизирован-

ных животных (№1) происходило уменьшение

уровня ОП по реакции ИФА в зависимости от

дозы излучения, т.е. чем больше доза, тем боль-

ше угнетение реакции. При дозе облучения

374 Дж/см2 ОП достигала уровня контроля

0,1060,012. Действие минимальной дозы

140 Дж/см2 также вызывало уменьшение ОП

до 0,1380,018, что достоверно отличалось от

положительного контроля №4 (р<0,05). При

действии лазерного излучения только на белко-

вую фракцию достоверный эффект угнетения

реакции наблюдался только при дозе

374 Дж/см2: ОП составляла 0,1670,021

(р<0,05). Действие лазерного излучения только

на сыворотку иммунизированных животных

№3 приводило к уменьшению ОП по сравнению

с положительным контролем №4 во всем диа-

пазоне используемых доз (р<0,05). Однако эф-
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Таблица 1
Действие лазерного излучения с длиной волны 1270 нм на реакцию 

антиген + антитело в ИФА тесте
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НЕИОНИЗИРУЮЩИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ

фект был менее выражен по сравнению с №1

“облученная белковая фракция + облученная

сыворотка”, отличия не были достаточно до сто -

вер ны ми (р0,05).

По результатам проведенного исследова-

ния видно, что угнетение реакции АГ-АТ имму-

ноферментного анализа происходит в основ-

ном за счёт изменения структуры сыворотки

крови, содержащей IgG (АТ) и в меньшей степе-

ни зависит от изменения структуры белковой

фракции стафилококка (АГ) под действием

облучения. Белковая фракция золотистого ста-

филококка оказывается более устойчива к дей-

ствию лазерного излучения с длиной волны

1270 нм. Сыворотка крови является многоком-

понентной системой, и действие лазерного из-

лучения затрагивает факторы, способствую-

щие связыванию по белковой фракции и IgG.

Таким образом, действие лазерного излучения

на реакцию антиген + антитело нуждается в бо-

лее детальном изучении.

При экспериментах со стафилококковым

энтеротоксином А в контрольной группе на 14

и 21-е сутки были получены следующие данные

по уровню IgG-антител в сыворотке крови,

определяемые значениями оптической плот -

нос ти (ОП) – 0,1120,011 и 0,1090,010. В экс-

периментальной группе 1 на 14 и 21-е сутки, у

иммунизированных животных необлученным

стафилококковым энтеротоксином А, в сыво-

ротке крови уровни специфического IgG по ОП

составляли 0,3070,011 и 0,7270,012. В экспе-

риментальной группе 2 на 14 и 21-е сутки, у

иммунизированных животных облученным

стафилококковым энтеротоксином А, в сыво-

ротке крови уровни специфического IgG по ОП

составляли 0,2210,016 и 0,6000,010. Полу-

ченные результаты достоверно отличались от

данных, наблюдаемых в экспериментальной

группе 1 (р<0,05).

Т-критерий Стьюдента обсчитывался в

программе Statistica 6.0.

Из представленных данных видно, что

воздействие излучения ИК-лазера с длиной

волны 1270 нм в дозе 480 Дж/см2, опосредо-

ванное светокислородным эффектом, умень-

шает способность стафилококкового энтеро-

токсина А стимулировать специфический IgG

ответ у мышей.
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Доза лазерного облучения в Дж/см2

Рис. 4. Действие излучения 1270 нм только на сы-
воротку иммунизированных животных приводит к
уменьшению ОП в реакции АГ+АТ при всех исследуе-
мых дозах по сравнению с положительным контро-
лем (р<0,5), подобно данным рис. 2
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Не облученные белковая фракция и облученная лазером 1270 нм
сыворотка, с последующей постановкой ИФА

Доза лазерного облучения в Дж/см2

Рис. 3. После облучения лазером только белковой
фракции стафилококка эффект угнетения реак-
ции АГ+АТ наблюдается лишь при действии
максимальной дозы 374 Дж/см2

Облученные лазером 1270 нм белковая фракция и не облученная
сыворотка, с последующей постановкой ИФА

О
п

т
и

ч
е

с
к

а
я

 п
л

о
т

н
о

с
т

ь
 п

о
р

е
а

к
ц

и
и

 А
Г

 +
 А

Т
 в

 И
Ф

А

Доза лазерного облучения в Дж/см2

Рис. 2. При воздействии лазерного излучения на бел-
ковую фракцию и на сыворотку иммунизированных
мышей происходит резкое уменьшение уровня оп-
тической плотности в реакции АГ+АТ с тенденцией
к дозовой зависимости в пределах интервала досто-
верности (два правых столбца – положительный и
отрицательный контроли)

Облученные лазером 1270 нм белковая фракция и сыворотка, 
с последующей постановкой ИФА
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Обсуждение

Таким образом, установлен эффект угне-
тения реакции антиген+антитело лазерным
излучением с l1270 нм. При облучении и ан-
тигена и сыворотки крови иммунизируемых
животных имеется тенденция к дозовой зави-
симости, а облучение стафилококкового анти-
гена для инактивации требует большую экспо-
зиционную дозу, чем для инактивации сыво-
ротки.

Те же результаты (инактивация) получе-
ны при облучении стафилококкового энтеро-
токсина А. Выбор приводимых в статье пара-
метров облучения основывался на предвари-
тельных результатах экспериментов, которые
показали их эффективность, и это является ос-
нованием для использования их в дальнейшем.
При облучении биообъектов проводились изме-
рения их температуры методом термометрии
для исключения термического повреждения
белковых молекул. Температура колебалась в
пределах, не вызывающих изменения их струк-
туры. Механизмы наблюдаемого явления нуж-
даются в детальном изучении, однако экспери-
мент косвенно подтверждает гипотезу об изме-
нении конформационной структуры белковых
молекул антигена и сыворотки под влиянием
определенных параметров лазерного излуче-
ния в этом спектре.

Выводы

1. В целом можно заключить, что получен но-
вый экспериментальный материал, про-
ясняющий механизм СКЭ в биологических
объектах на молекулярном уровне на основе
иммунных реакций специфического связы-
вания IgG с антигенами S. Aureus и на опре-
делении способности стафилококкового эн-
теротоксина А вызывать специфический
иммунный ответ у мышей.

2. Это явление может свидетельствовать об од-
ном из механизмов реализации светокисло-
родного эффекта и может быть использова-
но в клинической практике для лечения ря-
да заболеваний.
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THE EFFECT RECEARCH OF LASER RADIATION WITH WAVELENGHT 1270 NM ON THE 
SPECIFIC BINDING OF IgG TO S. AUREUS ANTIGENS AND ON THE ABILITY OF 

STAPHYLOCOCCAL ENTEROTOXIN A TO INDUCE A SPECIFIC IMMUNE RESPONSE IN MICE

Yu.V. Alekseev1, О.V. Mislavskiy1,2, A.V. Ivanov1,3, N.V. Drozdova1, A.V. Baranov1, V.A. Duvanskiy4
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Relevance: Recently, laser radiation in the near infrared region of the spectrum has been increasingly
used in medicine, coinciding with the absorption bands of endogenous molecular oxygen for the pur-
pose of direct optical generation of its active form – singlet oxygen (light-oxygen effect). However, the
mechanisms of its manifestation and interaction with biological objects have not been fully elucidated.
Clarifying them is relevant and can serve as a basis for expanding clinical application.

Purpose: To study the effect of laser radiation with l1270 nm on the specific binding of IgG to antigens
and the ability of staphylococcal enterotoxin to induce an immune response.

The objectives of the work are to determine the exposure doses that can affect this process and to es-
tablish the very fact of this possibility.

Materials and methods: Experimental laser device l1270 nm (New Surgical Technologies, Moscow),
staphylococcal antigen, staphylococcal enterotoxin A, blood serum of immunized mice.

Results: Establishment of the fact of suppression of the antigen + antibody reaction in vitro, both dur-
ing antigen irradiation and serum irradiation, as well as suppression of the ability of the irradiated en-
terotoxin to cause an immune response.

Conclusion: Suppression of immune reactions under the influence of laser radiation with the listed
substrates has been established, which may indirectly indicate the influence of singlet oxygen on the
conformational structure of protein molecules. This fact is important for understanding one of the ways
to implement the “light-oxygen effect” and can be used in the clinic.

Key words: singlet oxygen, infrared laser radiation, light-oxygen effect, staphylococcal antigens,
wavelenght 1270 nm
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