
БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2021, том 47, № 5, с. 632–641

632

ВЛИЯНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ КОНЪЮГАТОВ АНТИГЕНОВ БЦЖ 
И ДЕРИВАТОВ БЕТУЛИНА НА ИММУННЫЕ РЕАКЦИИ 

У МОРСКИХ СВИНОК
© 2021 г.   И. Н. Кошкин*, В. С. Власенко**, #, И. В. Кулаков***

*Омский государственный аграрный университет им. П.А. Столыпина, Россия, 644008 Омск, Институтская пл., 2
**Омский аграрный научный центр, Россия, 644012 Омск, просп. Королева, 26

***Институт химии, Тюменский государственный университет, Россия, 625003 Тюмень, ул. Перекопская, 15а
Поступила в редакцию 14.10.2020 г.

После доработки 26.10.2020 г.
Принята к публикации 28.10.2020 г.

Представлены результаты оценки иммуностимулирующих свойств конъюгатов на основе антиге-
нов вакцинного штамма БЦЖ с производными бетулина. Эксперименты проводили на морских
свинках линии агути (n = 20). Животных опытных групп (n = 5) иммунизировали противотуберку-
лезными препаратами: 1-я группа – антигенами вакцинного штамма БЦЖ, конъюгированными с
бетулиновой кислотой; 2-я группа – антигенами БЦЖ, конъюгированными с бетулоновой кисло-
той; 3-я группа – вакциной БЦЖ. Животным контрольной группы (n = 5) вводили физиологиче-
ский раствор. На 30-е сут после введения противотуберкулезных препаратов всех животных инфи-
цировали вирулентной культурой Mycobacterium bovis (штамм 8). Отбор проб крови для оценки им-
мунного статуса проводили на 30-е сут после введения препаратов и 30-е сут после инфицирования
M. bovis. Установлено, что сконструированные конъюгаты оказывали иммуностимулирующее дей-
ствие, которое характеризовалось увеличением в 1.7–3.8 раза числа иммунокомпетентных клеток, а
также усилением функциональной активности нейтрофилов, наиболее выраженное у морских сви-
нок 2-й группы. После инфицирования M. bovis такие ключевые параметры иммунной системы, как
содержание Т-лимфоцитов и активность ферментной (миелопероксидаза) и неферментной (кати-
онные белки) бактерицидных систем нейтрофильных гранулоцитов, были в значительной степени
увеличены у морских свинок 2-й и 3-й групп, что свидетельствовало о наиболее высокой противо-
туберкулезной активности препаратов, введенных этим животным. Через 45 сут после инфициро-
вания M. bovis морские свинки были подвергнуты эвтаназии. Последующие патологоанатомиче-
ские исследования подтвердили, что конъюгат на основе вакцинного штамма с бетулоновой кисло-
той и вакцина БЦЖ индуцируют выраженную устойчивость к патогенным микобактериям.
Создаваемый этими препаратами индекс защиты находился приблизительно на одном уровне и со-
ставил 66 и 71% соответственно.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия все большее внима-

ние исследователей привлекают природные био-
активные соединения. Одну из лидирующих по-
зиций в ряду таких соединений занимает пента-
циклический тритерпеновый спирт бетулин (I) и

его дериваты: бетулоновая (II) и бетулиновая (III)
кислоты (схема 1), а также их производные [1].
Многочисленными зарубежными и российскими
исследованиями доказана высокая биологиче-
ская активность бетулина, которая реализуется
через ферментативные механизмы (воздействие
на активность ферментов) и управляет количе-
ством ферментов в клетке организма (путем их
синтеза и распада). При выраженной биологиче-
ской активности бетулин характеризуется пол-
ным отсутствием токсичности. К основным его
свойствам относятся: гепатопротекторное, желче-
гонное, антилитогенное, антиоксидантное, про-
тивовоспалительное, противоопухолевое, проти-

Сокращения: БЦЖ – бацилла Кальметта–Герена (БЦЖ,
BCG); НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием;
СЦК МПО – средний цитохимический коэффициент ак-
тивности миелопероксидазы; СЦК ЛКБ – средний цито-
химический коэффициент содержания лизосомальных ка-
тионных белков.
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вовирусное, иммуномодуляторное, гиполипиде-
мическое, гастропротекторное, антисептическое,
антимутагенное [2–4]. Помимо наличия разнооб-
разной биологической активности, бетулин, так
же как и другие лупановые тритерпеноиды, не об-
ладает аллергенным, канцерогенным, кожнораз-
дражающим, кумулятивным, мутагенным, сенси-
билизирующим и эмбриотоксическим действи-
ем, имеет очень низкую токсичность (бетулин
относится к IV классу опасности веществ, LD50 =
= 9000 мг/кг) [1].

Схема 1. Структурные формулы бетулина (I) и его де-
риватов: бетулоновой (II) и бетулиновой (III) кислот.

Бетулоновая кислота (II) – продукт окисления
бетулина и важное соединение в синтезе высоко-
активных тритерпенов лупанового ряда (в том
числе бетулиновой кислоты) и их тритерпенои-
дов (например, аллобетулона).

Бетулиновая кислота (3β-гидрокси-луп-
20(29)-ен-28-овая кислота) (III) привлекает в по-
следнее десятилетие внимание многих исследо-
вателей в связи с обнаружением у нее ряда полез-
ных биологических свойств. Так, бетулиновая
кислота (III) обладает выраженной противоопу-
холевой активностью [2, 5] и противовоспали-
тельными свойствами [6]. В 1994 г. была обнару-
жена анти-ВИЧ-активность бетулиновой кисло-
ты [7, 8], что послужило мощным стимулом для
синтеза ее производных.

Несмотря на множество публикаций по иссле-
дованиям активности бетулина и его дериватов
(II), (III), сведения о каких-либо положительных
результатах их применения в тестах in vivo практи-
чески отсутствуют.

Ранее в исследованиях на животных было по-
казано положительное влияние бетулина на об-
мен веществ у собак [9], иммуностимулирующее
воздействие на организм телят [10] и иммунную
систему птиц [11]. Разработаны и испытаны в экс-
периментальных исследованиях различные схе-
мы применения бетулина для повышения специ-
фической и неспецифической резистентности
цыплят-бройлеров при вакцинациях, изучено его

R3

(I)  R1 = OH, R2 = H, R3 = CH2OH
(II)  R1 + R2 = O, R3 = COOH
(III)  R1 = OH, R2 = H, R3 = COOH

R1

R2

влияние на обмен веществ и продуктивность [12].
В испытаниях авторы применяли в основном экс-
тракт, содержащий ~70% бетулина.

Туберкулез крупного рогатого скота, несмотря
на существенное снижение распространения, по-
прежнему – серьезная проблема. Для некоторых
регионов разных стран мира инфекция все еще
остается эндемичной [13–16], поэтому важность
разработки эффективных и безопасных специфи-
ческих препаратов для борьбы с этим заболевани-
ем неоспорима.

К настоящему времени разработан ряд проти-
вотуберкулезных препаратов для крупного рога-
того скота с новыми аттенуированными штамма-
ми микобактерий, а также субъединичные вакци-
ны [17, 18]. Развитие этого направления в
основном сосредоточено на создании новых пре-
паратов, способных заменить бациллу Кальмет-
та–Герена (БЦЖ), а также бустерных вакцин, не-
обходимых для усиления или пролонгации за-
щитных эффектов БЦЖ и улучшения ее
иммуногенности [19].

Из целого ряда концепций конструирования
безопасных вакцин заслуживает внимание конъ-
югация иммуногенной фракции, выделенной из
вакцинных бактерий, с матрицей, формирующей
в организме животного депо специфического им-
муногена. В системе иммунитета данный ком-
плекс предположительно имитирует живую вак-
цину, а именно способствует накоплению значи-
тельного количества клеток иммунной памяти,
которые в дальнейшем и обеспечивают защиту
животного от возбудителя [20]. На основе такого
принципа создания иммуногенов были сконстру-
ированы препараты из отдельных фракций разру-
шенной ультразвуком культуры БЦЖ, конъюги-
рованной с целлюлозной матрицей, а также с
синтетическими полиэлектролитами [21, 22].

Дальнейшее совершенствование изготовления
специфических препаратов по этому принципу
возможно с помощью поиска новых эффектив-
ных средств с адъювантными свойствами, спо-
собных повысить иммуногенность вакцин, а так-
же снизить их токсичность. Из такого рода веществ
особое внимание привлекает бетулин, содержа-
щийся в экстракте бересты (внешней части коры
березы). Некоторыми исследователями показана
перспективность применения бетулина в качестве
адъюванта вакцинных препаратов [23, 24].

Цель данной работы – изучение иммуности-
мулирующих свойств препаратов, изготовленных
на основе антигенов вакцинного штамма БЦЖ и
дериватов бетулина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Задачи исследования – выделение из бересты

основного компонента – тритерпенового спирта
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бетулина (I) и осуществление химической моди-
фикации до бетулоновой (II) и бетулиновой (III)
кислот по описанным литературным методикам.
На основе полученных бетулоновой (II) и бетули-
новой (III) кислот в качестве корпускулярных
адъювантов и антигенов вакцинного штамма
БЦЖ мы получили соответствующие конъюгаты
для последующего исследования, а также прове-
ли оценку реакций клеточного иммунитета на
введение морским свинкам вновь сконструиро-
ванных конъюгатов до и после эксперименталь-
ного инфицирования животных вирулентной
культурой Mycobacterium bovis (возбудитель тубер-
кулеза у крупного рогатого скота).

Экстракция бетулина и синтез его дериватов.
Способы извлечения бетулина из коры березы,
растворители для экстракции, зависимость ско-
рости извлечения бетулина от степени измельче-

ния и других параметров широко обсуждены в ли-
тературе [1, 25].

Для выделения бетулина (I) применяли экс-
трагирование этанолом измельченной бересты в
аппарате Сокслета (подробности приведены в
“Эксперим. части”).

Необходимые для дальнейших испытаний де-
риваты бетулина – бетулоновая (II) и бетулино-
вая (III) кислоты – были получены из выделенно-
го неочищенного бетулина по известным методи-
кам [26–29]. Литературный поиск показал, что
лучше всего идет окисление бетулина (схема 2) с
применением в качестве окислителя реактива
Джонса (раствор оксида хрома в серной кислоте)
[28]. Температура плавления и спектральные ха-
рактеристики полученной бетулоновой кислоты
(II) совпали с литературными данными [28].

Схема 2. Окисление бетулина (I) до бетулоновой кислоты (II).

Имеющаяся в составе экстракта бетулина при-
родная бетулиновая кислота (III) находится в при-
месных концентрациях (не более 1%), что создает
огромные трудности в ее выделении и полноцен-
ном использовании. Более эффективный подход –
получение кислоты (III) синтетическим способом
из бетулина и далее бетулоновой кислоты (II). При
этом значительно повышается суммарный выход
бетулиновой кислоты с сохранением 3β-эпимера,

характерного для биологически активного природ-
ного изомера бетулиновой кислоты.

Выходы при восстановлении бетулоновой
кислоты (II) боргидридом натрия (схема 3) варьи-
руются до 90%. При проведении восстановления
в 2-пропаноле образуется небольшое количество
3α-эпимера (до 5%), который легко удаляется с
помощью перекристаллизации [28].

Схема 3. Восстановление бетулоновой кислоты (II) до бетулиновой кислоты (III).

Температура плавления и спектральные харак-
теристики полученной бетулиновой кислоты (III)
совпали с литературными данными [28].

Получение экспериментальных конъюгатов. Из
вакцинного штамма БЦЖ получали антигенные
комплексы, доводили в них концентрацию белка

OH

HO

OH

O

O

CrO3
водн. H2SO4

Ацетон
 0−5°C

(I) (II)

O

O

OH
HO

O

OH

NaBH4

i-PrOH, 25°C

(II) (III)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

КОНЪЮГАТЫ АНТИГЕНОВ БЦЖ И ДЕРИВАТОВ БЕТУЛИНА 635

до 1000 мкг/мл, затем добавляли бетулоновую
кислоту (II) из расчета 500 мкг/мл и размешивали
смесь до полного растворения при комнатной
температуре. По аналогичной схеме получали
конъюгат антигенов БЦЖ с бетулиновой кисло-
той (III).

Иммунные реакции на введение эксперимен-
тальных конъюгатов морским свинкам. Оценку им-
муностимулирующих свойств конъюгатов анти-
генов вакцинного штамма БЦЖ с производными
бетулина проводили на морских свинках линии
агути (n = 20). Животных опытных групп (n = 5)
иммунизировали противотуберкулезными препа-
ратами: 1-я группа – антигенами вакцинного
штамма БЦЖ, конъюгированными с бетулино-
вой кислотой (III); 2-я группа – антигенами
БЦЖ, конъюгированными с бетулоновой кисло-
той (II); 3-я группа – вакциной БЦЖ. Животным
контрольной группы (n = 5) вводили физиологи-
ческий раствор.

На 29-е сут после иммунизации противотубер-
кулезными препаратами животным внутрикожно
вводили туберкулин. Аллергическая реакция раз-
вивалась только у морских свинок, иммунизиро-
ванных вакциной БЦЖ; диаметр припухлости
кожи составил 8.8 ± 1.2 мм.

Через 30 сут после введения противотуберку-
лезных препаратов проводили отбор проб крови
для оценки иммунных реакций: определения

числа иммунокомпетентных клеток в абсолют-
ном содержании (×109/л) и функциональной ак-
тивности нейтрофилов, включающей оценку
кислород-зависимых (тест с нитросиним тетразо-
лием, определение миелопероксидазы) и кисло-
род-независимых (содержание лизосомально-ка-
тионных белков) механизмов бактерицидной си-
стемы. Описание иммунного статуса животных
опытных групп проводили в сравнении с особями
контрольной группы.

Анализ параметров иммунной системы на
30-е сут после введения противотуберкулезных
препаратов (табл. 1) показал, что у морских сви-
нок всех опытных групп наблюдалось достовер-
ное увеличение числа лейкоцитов. Так, относи-
тельно контрольной группы концентрация белых
клеток крови у животных, вакцинированных
БЦЖ, возросла на 80%, а после обработки ком-
плексом антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III) –
на 28.2 и 41.2% соответственно.

Идентичные изменения показателей отмече-
ны в абсолютном содержании лимфоцитов. Сред-
ние значения этого параметра у животных опыт-
ных групп были увеличены относительно кон-
трольной группы на 46–56% (р < 0.05). Кроме
того, наблюдалось достоверное повышение кон-
центрации нейтрофилов у морских свинок, им-
мунизированных БЦЖ и конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III) – в 2.1 раза (р < 0.01) и

Таблица 1. Иммунологические параметры крови морских свинок на 30-е сут после введения противотуберкулез-
ных препаратов

* р < 0.05. ** р < 0.01. *** р < 0.001. Обозначения: НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием; СЦК ЛКБ – средний цитохи-
мический коэффициент содержания лизосомальных катионных белков, СЦК МПО – средний цитохимический коэффици-
ент активности миелопероксидазы. Данные приведены в виде средних значений ± s.d.

Показатель Контроль

Опытные группы

1-я группа
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулиновой 
кислотой (III))

2-я группа 
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулоновой 
кислотой (II))

3-я группа
(вакцина БЦЖ)

Лейкоциты, ×109/л 6.60 ± 0.34 9.32 ± 1.05* 8.46 ± 0.62* 11.90 ± 0.94**

Лимфоциты, ×109/л 4.14 ± 0.27 6.06 ± 0.71* 6.45 ± 0.46** 6.87 ± 0.72**

Нейтрофилы, ×109/л 2.06 ± 0.15 3.03 ± 0.29* 1.71 ± 0.21 4.24 ± 0.49**

Т-лимфоциты, ×109/л 0.68 ± 0.07 1.16 ± 0.17* 2.14 ± 0.26** 1.30 ± 0.22*

В-лимфоциты, ×109/л 1.13 ± 0.15 2.26 ± 0.26** 1.92 ± 0.09** 1.45 ± 0.14

Цитотоксические Т-лимфоциты, ×109/л 0.56 ± 0.13 1.54 ± 0.23** 2.14 ± 0.30** 1.67 ± 0.16**
НСТ-тест, спонт., ед. опт. пл. 0.73 ± 0.03 0.90 ± 0.07 0.59 ± 0.05* 0.78 ± 0.03
НСТ-тест, стимулир., ед. опт. пл. 0.95 ± 0.02 0.94 ± 0.05 1.11 ± 0.03** 1.00 ± 0.06
Функциональный резерв нейтрофилов, у.е. 1.31 ± 0.08 1.05 ± 0.03* 1.95 ± 0.24* 1.28 ± 0.10
СЦК ЛКБ, у.е. 1.08 ± 0.07 1.42 ± 0.12* 1.53 ± 0.04*** 0.97 ± 0.03
СЦК МПО, у.е. 0.72 ± 0.07 0.90 ± 0.09 0.97 ± 0.08 0.79 ± 0.09
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1.5 раза (р < 0.05) соответственно. Следует отме-
тить, что после введения конъюгата антигенов
БЦЖ с кислотой (II), напротив, прослеживалась
тенденция к некоторому снижению количества
нейтрофилов.

Рост числа лимфоидных клеток происходил за
счет всех популяций. Так, по сравнению с кон-
тролем в группе животных, иммунизированных
конъюгатами антигенов БЦЖ с кислотами (II) и
(III), концентрация Т-лимфоцитов возросла с
высокой степенью достоверности в 3.1 и 1.7 раза,
В-лимфоцитов – в 1.7 и 2 раза, цитотоксических
Т-лимфоцитов – в 3.8 и 2.8 раза соответственно.
Вакцинация БЦЖ также способствовала проли-
ферации иммунокомпетентных клеток, особенно
это касалось Т-лимфоцитов и цитотоксических
Т-лимфоцитов.

Действие противотуберкулезных препаратов
на генерацию активных форм кислорода, в том
числе перекиси водорода, носило преимуще-
ственно стимулирующий характер, хотя оно не
оказывало статистически значимого влияния на
показатели тетразолиевой (НСТ-тест) и перокси-
дазной активности (СЦК МПО). Исключения –
особи, иммунизированные конъюгатом антиге-
нов БЦЖ с кислотой (II), у которых отмечалось
достоверное снижение спонтанной на 19.2% (р <
< 0.05) и повышение индуцированной НСТ-ак-
тивности на 16.8% (р < 0.01) относительно кон-
трольной группы. Вследствие таких изменений у
животных 2-й группы также был существенно
увеличен функциональный резерв нейтрофилов
(на 48.9%), отражающий эффекторный потенци-
ал системы фагоцитоза. В то же время у морских
свинок, иммунизированных конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III), резервная активность ней-
трофилов, напротив, была снижена на 19.8% (р <
< 0.05), а у животных, иммунизированных БЦЖ,
находилась приблизительно на одном уровне с кон-
трольной группой.

Неодинаковую тенденцию изменений наблю-
дали при исследовании другого важного компо-
нента микробицидной системы лейкоцитов – ка-
тионных белков. В частности, с помощью цитохи-
мического коэффициента выявлены следующие
отличия: введение вакцины БЦЖ сопровождалось
незначительным снижением активности катион-
ных белков, тогда как иммунизация конъюгатами
на основе антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III) –
существенным увеличением относительно кон-
троля: их уровень вырос, соответственно, в 1.4 и
1.3 раза относительно контрольной группы жи-
вотных.

Таким образом, введение морским свинкам
изучаемых противотуберкулезных препаратов –
конъюгатов на основе антигенов БЦЖ с кислота-
ми (II), (III) и вакцины БЦЖ – оказывало имму-
ностимулирующее действие, которое проявлялось

в увеличении числа иммунокомпетентных клеток,
а также усилении функциональной активности
нейтрофилов разной степени выраженности.

Иммунные реакции на инфицирование M. bovis
морских свинок, иммунизированных эксперимен-
тальными конъюгатами. На 30-е сут после имму-
низации противотуберкулезными препаратами
животных контрольной и опытных групп инфици-
ровали вирулентной культурой M. bovis (штамм 8).

На 29-е сут после инфицирования животным
внутрикожно вводили туберкулин. Наиболее вы-
раженное образование припухлости кожи отме-
чено у морских свинок контрольной группы –
диаметром 9.2 ± 0.58 мм, затем у иммунизирован-
ных БЦЖ – 7.0 ± 1.3 мм. Интенсивность кожной
реакции у животных, иммунизированных конъ-
югатами антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III),
была ниже – диаметр припухлости кожи соста-
вил, соответственно, 5.4 ± 1.53 и 5.6 ± 0.6 мм.

Через 30 сут после инфицирования M. bovis у
морских свинок проводили отбор проб крови для
оценки иммунных реакций по тем же показате-
лям, которые были использованы в предыдущий
срок исследования (табл. 2).

Иммунологическая перестройка на 30-е сут
после инфицирования M. bovis у морских свинок,
иммунизированных конъюгатами на основе ан-
тигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III), сопровож-
далась снижением числа лейкоцитов, соответ-
ственно, на 35.6 и 33.6% (р < 0.001), лимфоцитов –
на 39.8 и 36.9% (р < 0.001) и нейтрофилов – на 14.3
и 16.8% (р < 0.01) относительно соответствующих
значений у животных контрольной группы. Сле-
дует отметить, что введение M. bovis особям, вак-
цинированным БЦЖ, не оказывало статистиче-
ски значимого влияния на указанные показатели,
хотя и прослеживалась тенденция к их повыше-
нию.

Снижение концентрации лимфоидных клеток
после экспериментального заражения морских
свинок, иммунизированных конъюгатами анти-
генов БЦЖ с кислотами (II) и (III), происходило
за счет популяции цитотоксических Т-лимфоци-
тов и В-лимфоцитов. Так, по сравнению с кон-
трольной группой зарегистрировано уменьшение
числа цитотоксических Т-клеток, соответствен-
но, на 62.1 и 60.8% (р < 0.01), а В-клеток – на 33%
(р < 0.01). В то же время инфицирование особей,
которым предварительно вводили конъюгат ан-
тигенов БЦЖ с кислотой (II), индуцировало су-
щественное увеличение концентрации Т-лимфо-
цитов – на 72.7% (р < 0.05). Последнее изменение
также было характерно для животных, иммунизи-
рованных БЦЖ, у которых пролиферация Т-кле-
ток носила более выраженный характер (увеличе-
ние в 2.7 раза по сравнению с контрольной груп-
пой, р < 0.01).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

КОНЪЮГАТЫ АНТИГЕНОВ БЦЖ И ДЕРИВАТОВ БЕТУЛИНА 637

Изменения показателей кислород-зависимой
бактерицидной активности нейтрофилов по ре-
зультатам исследований в НСТ-тесте в анализи-
руемых группах были однонаправленными. При
отсутствии значимых отличий был отмечен рост
стимулированной и снижение спонтанной тетра-
золиевой активности. Помимо этого, средние
значения функционального резерва нейтрофилов
у морских свинок опытных групп были увеличе-
ны в 1.18 и 1.2 раза относительно контрольной
группы (р < 0.05).

Сходными изменениями характеризовались
также СЦК ЛКБ и СЦК МПО: значения этих по-
казателей у животных, иммунизированных БЦЖ,
увеличились, соответственно, в 1.7 и 1.9 раза, а у
морских свинок, иммунизированных конъюга-
том антигенов БЦЖ с кислотой (II) – в 2.1 и
2.3 раза относительно контрольной группы, при
этом только у последних наблюдалось статисти-
чески значимое повышение показателей. У осо-
бей, иммунизированных конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III), эти коэффициенты суще-
ственно не изменялись, хотя и наблюдалась неко-
торая тенденция к увеличению СЦК ЛКБ.

Известно, что при туберкулезе возникает де-
фицит Т-системы иммунитета, выраженность ко-
торого усиливается по мере прогрессирования забо-
левания. Ведущую роль в формировании противоту-
беркулезного иммунитета играет функциональное

состояние фагоцитирующих клеток, особенно их
бактерицидных систем. После экспериментального
инфицирования вирулентным штаммом микобакте-
рий указанные ключевые параметры иммунной си-
стемы у морских свинок, иммунизированных
БЦЖ и конъюгатом антигенов БЦЖ с кислотой
(II), были существенно выше по сравнению с жи-
вотными контрольной группы, что свидетель-
ствовало о более высокой противотуберкулезной
активности этих препаратов.

Патологоанатомические исследования. Через
45 сут после инфицирования M. bovis морские
свинки были подвергнуты эвтаназии. Последую-
щие патологоанатомические исследования также
подтвердили высокую эффективность конъюгата
антигенов БЦЖ с кислотой (II) и вакцины БЦЖ.
Так, показатель степени пораженности органов у
особей этих групп был минимальным и в среднем
составил 2.4 и 2.0 балла соответственно, при этом
у отдельных особей отмечали значительное уве-
личение регионарных лимфатических узлов, их
уплотнение с творожистым распадом. В то же
время индекс защиты, напротив, был максималь-
ным – 66 и 71%.

При патологоанатомическом исследовании
морских свинок, иммунизированных конъюга-
том антигенов БЦЖ с кислотой (III), помимо вы-
раженных изменений лимфатических узлов мог-
ли наблюдать незначительное увеличение селе-

Таблица 2. Иммунологические параметры крови морских свинок на 30-е сут после инфицирования Mycobacteri-
um bovis (штамм 8)

* р < 0.05. ** р < 0.01. *** р < 0.001. Обозначения: НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием; СЦК ЛКБ – средний цитохи-
мический коэффициент содержания лизосомальных катионных белков, СЦК МПО – средний цитохимический коэффици-
ент активности миелопероксидазы. Данные приведены в виде средних значений ± s.d.

Показатель Контроль

Опытные группы

1-я группа
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулиновой 
кислотой (III))

2-я группа 
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулоновой 
кислотой (II))

3-я группа
(вакцина БЦЖ)

Лейкоциты, ×109/л 10.78 ± 0.34 7.16 ± 0.21*** 6.94 ± 0.18*** 11.36 ± 0.63

Лимфоциты, ×109/л 7.43 ± 0.27 4.69 ± 0.25*** 4.47 ± 0.27*** 7.68 ± 1.05

Нейтрофилы, ×109/л 2.79 ± 0.13 2.32 ± 0.06** 2.39 ± 0.12 3.21 ± 0.62

Т-лимфоциты, ×109/л 0.99 ± 0.06 0.87 ± 0.07 1.71 ± 0.23* 2.69 ± 0.31**

В-лимфоциты, ×109/л 1.06 ± 0.10 0.71 ± 0.08* 0.71 ± 0.10* 1.22 ± 0.32

Цитотоксические Т-лимфоциты, ×109/л 3.22 ± 0.47 1.26 ± 0.03** 1.22 ± 0.18** 2.24 ± 0.36
НСТ-тест, спонт., ед. опт. пл. 0.65 ± 0.03 0.63 ± 0.02 0.60 ± 0.03 0.60 ± 0.02
НСТ-тест, стимулир., ед. опт. пл. 0.51 ± 0.02 0.59 ± 0.02 0.56 ± 0.02 0.57 ± 0.02
Функциональный резерв нейтрофилов, у.е. 0.78 ± 0.05 0.94 ± 0.01* 0.92 ± 0.02* 0.94 ± 0.01*
СЦК ЛКБ, у.е. 0.83 ± 0.05 0.99 ± 0.05 1.71 ± 0.18** 1.40 ± 0.30
СЦК МПО, у.е. 0.45 ± 0.03 0.44 ± 0.02 1.04 ± 0.02*** 0.84 ± 0.19
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зенки и единичные мелкие туберкулезные узелки
во внутренних органах. В контрольной группе
животных эти изменения сопровождались увели-
чением лимфатических узлов с наличием казеоз-
ных масс в них, заметным увеличением селезенки
с крупными туберкулезными узлами, а также на-
личием единичных крупных очагов в печени и
легких. Показатель пораженности органов соста-
вил 7.0 баллов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Спектры 1H- и
13С-ЯМР регистрировали на спектрометре ECX
400А (Jeol, Япония) с рабочей частотой 400.13 МГц.
Химические сдвиги измеряли по отношению к
сигналу внутреннего стандарта – тетраметилсила-
на. ИК-спектры регистрировали на спектрометре
Infralum FT-801 (СИМЕКС, Россия). ВЭЖХ прово-
дили на жидкостном хроматографе Agilent 1100 с ди-
одно-матричным детектором (Agilent, Германия).
Контроль за ходом реакции и чистотой получен-
ных соединений осуществляли методом ТСХ на
пластинках Sorbfil, проявление парами йода или
УФ-светом. Температуру плавления определяли
на столике Кофлера.

Экстракт бетулина. Для получения экстракта
бетулина 230 г предварительно измельченной (до
2–5 мм в диаметре), промытой водой от луба и
высушенной бересты помещали в экстрактор
Сокслета и экстрагировали в течение 10 ч этано-
лом. Выделившийся при охлаждении раствора
бетулин отфильтровывали, промывали несколь-
ко раз водой и высушивали до постоянной массы.
Получили 73.4 г (выход 32%) сухого экстракта с
относительным содержанием бетулина 82% (по
данным ВЭЖХ).

Бетулоновая кислота (II). В трехгорлую колбу
вместимостью 1000 мл, снабженную мешалкой,
помещали 73.4 г выделенного экстракта бетулина
и 300 мл ацетона. Реакционную смесь охлаждали
до 0°С и при перемешивании добавляли по кап-
лям рассчитанное количество оксида хрома(VI) в
виде стандартного реактива Джонса в ацетоне. По
окончании реакции реакционную смесь (верхний
ацетоновый раствор) выливали в 1000 мл смеси
воды и льда. Выпавший вязкий осадок постепен-
но стекловался, его далее растирали в ступке со
льдом до порошкообразного состояния и отфиль-
тровывали, промывая холодной водой. Неочи-
щенную бетулоновую кислоту растворяли в
300 мл бензола, органический слой промывали
разбавленной соляной кислотой, водой, 5%-ным
раствором бикарбоната натрия и снова водой до
нейтральной реакции. После сушки на воздухе
получили 40.8 г сырой бетулоновой кислоты (вы-
ход 55%).

Для дальнейшей очистки в бензольный рас-
твор бетулоновой кислоты добавляли раствор
гидроксида натрия до полного выпадения осадка
натриевой соли бетулоновой кислоты, который
отфильтровывали, промывали сначала водой, за-
тем 10%-ным раствором хлорида натрия, далее
диэтиловым эфиром. Для выделения бетулоно-
вой кислоты ее натриевую соль растворяли в вод-
но-спиртовом растворе и обрабатывали разбав-
ленной (1 : 5) соляной кислотой. Выпавшую в
осадок бетулоновую кислоту отфильтровывали,
промывали водой и высушивали; перекристалли-
зовывали из 2-пропанола.

Продукт представляет собой порошкообраз-
ное вещество белого цвета, т. пл. 245–246°С.
ИК- и 1Н-ЯМР-спектры соответствовали пред-
ставленным в литературе [28].

Бетулиновая кислота (III). В колбу вместимо-
стью 500 мл, снабженную эффективной мешал-
кой, помещали 25 г (0.055 моль) бетулоновой кис-
лоты, 200 мл 2-пропанола и постепенно частями
присыпали 10.6 г (0.28 моль) боргидрида натрия
(5-кратный избыток). По окончании реакции в
колбу добавляли 50 мл 5%-ного раствора соляной
кислоты для разложения остатков боргидрида на-
трия. По окончании разложения продукт реакции
экстрагировали диэтиловым эфиром. Эфирный
экстракт промывали водой, содой, затем снова
водой, сушили над сульфатом натрия. Эфир отго-
няли, получили 22.6 г (выход 90%) белого порош-
кообразного вещества. После перекристаллиза-
ции из 2-пропанола получили белые кристаллы с
т. пл. 287–290°С. ИК- и 1Н-ЯМР-спектры соот-
ветствовали представленным в литературе [28].

Получение экспериментальных конъюгатов. Для
получения антигенных комплексов культуру вак-
цинного штамма БЦЖ, выращенную на жидкой
синтетической среде Сотона, подвергали ультра-
звуковой дезинтеграции на аппарате УЗДН-1
(22–35 кГц, 60–70 Вт/см2) в течение 30 мин. Для
посева на питательную среду использовали сус-
пензию из лиофилизата микобактерий вакцин-
ного штамма БЦЖ-1 (Филиал “Медгамал” ФГБУ
“НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава Рос-
сии). Полученную взвесь центрифугировали, в
надосадочной жидкости определяли содержание
белка с помощью красителя бромфенолового си-
него. Для иммунизации животных использовали
конъюгаты, в состав которых входили антигены
БЦЖ в комплексе с бетулоновой (II) или бетули-
новой (III) кислотами в качестве корпускулярных
адъювантов в соотношении 2 : 1. Концентрацию
белка в антигенном комплексе доводили до
1000 мкг/мл, затем в препарат добавляли адъ-
ювант в количестве 500 мкг/мл и размешивали до
полного растворения при комнатной температуре.

Экспериментальные животные и схема опыта.
Исследования выполняли на самцах морских



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

КОНЪЮГАТЫ АНТИГЕНОВ БЦЖ И ДЕРИВАТОВ БЕТУЛИНА 639

свинок линии агути (масса 400–450 г, возраст
4–5 месяцев), содержавшихся в условиях специа-
лизированного вивария лаборатории эпизоото-
логии и мер борьбы с туберкулезом отдела ветери-
нарии Омского аграрного научного центра. До
начала исследований всем животным выстригали
боковую поверхность тела и внутрикожно вводи-
ли туберкулин очищенный (ППД) для млекопи-
тающих (Курская биофабрика – фирма “БИОК”,
Россия) в дозе 25 МЕ в объеме 0.1 мл растворите-
ля. Аллергическую реакцию оценивали через 24 ч.
Для проведения исследований были отобраны
только особи (n = 20) с отрицательной реакцией
на введение туберкулина.

Животных опытных групп иммунизировали
противотуберкулезными препаратами: живот-
ным 1-й группы (n = 5) подкожно (в область паха
справа) вводили конъюгат антигенов БЦЖ с бету-
линовой кислотой (III) в дозе 0.5 мл, животным
2-й группы (n = 5) подкожно вводили конъюгат с
антигенов БЦЖ бетулоновой кислотой (II) в той
же дозе; животным 3-й группы (n = 5) внутрикож-
но вводили вакцину БЦЖ в дозе 0.1 мг в 0.1 мл
физиологического раствора. Животным кон-
трольной группы (n = 5) подкожно вводили фи-
зиологический раствор (0.5 мл).

На 29-е сут после введения противотуберку-
лезных препаратов всем животным внутрикожно
вводили туберкулин. Аллергическую реакцию
оценивали через 24 ч, затем производили отбор
проб крови из сердца для изучения иммунного
статуса.

Через 30 сут после иммунизации животным
контрольной и опытных групп подкожно (в об-
ласть паха слева) вводили вирулентную культуру
М. bovis (штамм 8) в дозе 1 мкг/мл. В работе ис-
пользовали культуру из Биоресурсной коллекции
патогенных микроорганизмов отдела ветерина-
рии Омского аграрного научного центра.

На 29-е сут после инфицирования M. bovis
всем животным внутрикожно вводили туберку-
лин. Аллергическую реакцию оценивали через
24 ч, затем производили отбор проб крови из
сердца для изучения иммунного статуса по тем же
показателям, которые были использованы в
предыдущий срок исследования.

За лабораторными животными вели постоян-
ное клиническое наблюдение, которое включало
оценку двигательной активности, поведения жи-
вотного, а также регистрацию частоты пульса,
дыхания и температуры тела.

Через 45 сут после инфицирования М. bovis
животных подвергали эвтаназии ингаляционным
наркозом парами эфира и проводили патолого-
анатомические исследования: показатель пора-
женности органов оценивали по методу С.И. Гель-
берг и Е.А. Финкель [30], индекс защиты – по мето-
дике А.И. Тогуновой и Е.Н. Лещинской [31].

Изучение иммунологических параметров. Коли-
чественное определение иммунокомпетентных
клеток проводили методами спонтанного, ком-
плементарного и глобулинового розеткообразо-
вания в соответствии с методическими рекомен-
дациями по оценке иммунного статуса при хро-
нических инфекциях животных [32]. Подсчет
лейкоцитов и лейкограммы осуществляли по об-
щепринятым методикам.

Функциональную активность нейтрофилов
оценивали в тесте с нитросиним тетразолием
(НСТ-тест) в спонтанном и индуцированном
(вакцина БЦЖ) вариантах фотометрическим
способом. Дополнительно рассчитывали функ-
циональный резерв нейтрофилов как отношение
индуцированного варианта НСТ к спонтанному
[33]. В нейтрофильных гранулоцитах цитохими-
ческим методом определяли активность миело-
пероксидазы (МПО) по методу Грэхем–Кнолля с
использованием бензидина [34], а также содержа-
ние лизосомально-катионных белков (ЛКБ) по
методу М.Г. Шубича с бромфеноловым синим
[35]. При анализе мазков подсчитывали процент
положительно прореагировавших клеток и в со-
ответствии со стандартными методиками рассчи-
тывали средний цитохимический коэффициент
(СЦК).

Статистический анализ. Достоверность разли-
чий между группами оценивали по t-критерию
Стьюдента в программе Microsoft Exсel.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение морским свинкам препаратов на ос-
нове антигенов БЦЖ и дериватов бетулина ока-
зывает иммуностимулирующее действие, прояв-
ляющееся в увеличении числа иммунокомпе-
тентных клеток и усилении бактерицидной
функции нейтрофильных гранулоцитов разной
степени выраженности в зависимости от исполь-
зуемого в конъюгате производного бетулина.

Конъюгат антигенов вакцинного штамма
БЦЖ с бетулоновой кислотой (II) индуцировал
наиболее высокую противотуберкулезную устой-
чивость, сопоставимую с вакциной БЦЖ, о чем
свидетельствовали выраженное увеличение в
крови концентрации Т-лимфоцитов и усиление
активности бактерицидных систем нейтрофилов
после введения вирулентного штамма Mycobacte-
rium bovis, а также результаты патологоанатоми-
ческих исследований.

Полученный конъюгат антигенов вакцинного
штамма БЦЖ с бетулоновой кислотой (II) – пер-
спективный препарат для проведения испытаний
на крупном рогатом скоте с целью профилактики
туберкулеза.
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Influence of Experimental BCG Antigen and Betulin Derivative Based Conjugates 
on Immunological Response in Guinea Pigs
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The evaluation findings for the immunopotentiating properties of BCG vaccine strain antigen- and betulin
derivative-based conjugates are delivered herein. The experiments were carried out on agouti guinea pigs
(n = 20). The animals of the experimental groups (n = 5) were immunized with anti-tuberculosis drugs: the
1st group – with antigens of the BCG vaccine strain conjugated with betulinic acid; the 2nd group – BCG
antigens conjugated with betulonic acid; the 3rd group – BCG vaccine. The animals of the control group
(n = 5) were injected with saline solution. All animals were infected with a virulent culture of Mycobacterium
bovis (strain 8) on the 30th day after the administration of anti-tuberculosis agents. The blood sampling for
the assessment of the immune status was conducted on the 30th day after the administration of drugs and
30th day after infection. It has been established that the engineered conjugates had an immunopotentiating
activity characterized by 1.7–3.8-fold increase in the amount of immune competent cells and by an increase
in the neutrophil functional activity that it was the most significant in the 2nd group of guinea pigs. After in-
fection with M. bovis such key parameters of the immune system as the content of T-lymphocytes and the ac-
tivity of the enzymatic (myeloperoxidase) and non-enzymatic (cationic proteins) bactericidal systems of neu-
trophilic granulocytes were significantly increased in guinea pigs of the 2nd and 3rd groups, which testified
to the highest anti-tuberculosis activity of drugs administered to these animals. The guinea pigs were eutha-
nized in 45 days after infection with M. bovis. The following pathoanatomical examinations proved that the
vaccine strain-based conjugate with betulonic acid and the BCG vaccine induce the evident resistance against
pathogenic mycobacteria. The protection index created by these drugs was approximately at the same level
and amounted to 66 and 71%, respectively.

Keywords: betulinic acid, betulonic acid, BCG vaccine, conjugates, tuberculosis, guinea pigs



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


