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Аннотация 
В работе представлены результаты разработки и сравнительной оценки методов получения комплексов технеция-
99m с рекомбинантными адресными белками на основе анкириновых повторов (DARPin) варианта Ec1, направ-
ленных на молекулу клеточной адгезии эпителия (EpCAM), для однофотонной эмиссионной компьютерной томо-
графии злокачественных новообразований. Для решения задачи были сконструированы новые варианты белка 
Ec1, несущие пептидные хелатирующие последовательности G₃C и E₃C как на N-, так и на С-конце, а также 
использован ранее охарактеризованный вариант с (HE)₃-повтором для карбонильного метода мечения. 

Исследование включало три стратегии радиомечения: прямое мечение через трикарбонильное ядро техне-
ция-99m, сайт-специфическое мечение с помощью оксотехнециевого ядра через встроенные цистеинсодержащие 
пептидные хелаторы типа N₃S, а также конъюгацию с бифункциональным хелатором HYNIC малеимид с 
последующим радиомечением. Показано, что ключевым фактором, определяющим эффективность синтеза, явля-
ется положение хелаторной последовательности: С-концевое расположение пептидных хелаторов обеспечивает 
наилучший радиохимический выход (до 98%) и высокую стабильность комплексов в физиологических условиях 
в течение не менее шести часов. Метод карбонильного мечения, несмотря на высокую чистоту продуктов, оказался 
многостадийным и требующим специализированных реагентов. Конъюгация с HYNIC малеимидом продемонст-
рировала более низкие выходы и потребовала дополнительной оптимизации. 

Биологические исследования in vitro на клеточных линиях с различной экспрессией EpCAM подтвердили 
сохранение специфичности и высокой аффинности всех полученных радиоактивных комплексов к мишени. 
Наилучшим кандидатом для дальнейших доклинических исследований признан комплекс технеция-99m с С-конце-
вым вариантом Ec1-G₃C, полученный методом прямого сайт-специфического мечения оксотехнециевым ядром. 
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Abstract 
The paper presents the results of the development and comparative evaluation of methods for producing technetium-
99m complexes with recombinant designed ankyrin repeat proteins (DARPins) of the Ec1 variant targeting epithelial 
cell adhesion molecule (EpCAM) for single-photon emission computed tomography of malignant neoplasms. To 
address this task, novel Ec1 protein variants bearing G₃C and E₃C peptide chelating sequences at both the N- and C-

termini were constructed, along with the previously characterized (HE)₃-containing variant for the carbonyl labeling 
method. 

The study encompassed three radiolabeling strategies: direct labeling via the technetium-99m tricarbonyl core, 

site-specific labeling using the oxotechnetium core through engineered cysteine-containing N₃S-type peptide 
chelators, and conjugation with the bifunctional chelator HYNIC maleimide followed by radiolabeling. It was 
demonstrated that the key factor determining synthesis efficiency is the position of the chelator sequence: C-terminal 
placement of peptide chelators provided the highest radiochemical yield (up to 98%) and high stability of the 
complexes under physiological conditions for at least six hours. The carbonyl labeling method, despite high product 
purity, proved to be multistep and required specialized reagents. Conjugation with HYNIC maleimide showed lower 
yields and required additional optimization. 

In vitro biological studies on cell lines with varying EpCAM expression confirmed the preservation of 
specificity and high affinity of all obtained radioactive complexes for the target. The technetium-99m complex with 

the C-terminal Ec1-G₃C variant, obtained by direct site-specific labeling with the oxotechnetium core, was identified 
as the best candidate for further preclinical studies. 

 
 


