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Outline

• Background: Molecular imaging in drug development 
• Methods: 

1. Imaging of H2O2 with chemiluminescent nanoprobes (CRET) (Lee et 
al. Nat. Mater. 2007)

2. Near‐infrared (IR) probe for ROS imaging based on differential 
reactivity of linked cyanine dyes (FRET‐based) (Oushiki et al. JACS 
2010)

• Application papers for detection of oxidative and nitrosative
stress in‐vivo:
‐ Systemic bacterial infection (Pu et al. Angew. Chem. Int. Edn. Engl. 

2013)
‐ Liver drug‐toxicity testing (Shuhendler et al. Nat biotec 2014)

• Outlook: Improved drug design to minimize the formation of radical 
metabolites 



Molecular imaging in drug development

• Assessment of biological and biochemical processes in living 
subjects

• Earlier detection and characterization of disease, and 
evaluation of treatment

• Repetitive, non‐invasive and uniform studies of the same 
living subject using identical or alternative biological imaging 
assays at different time points reducing the number of 
animals required and cost

Willmann et al. Nat. Rev. Drug Discov. 2008



Drug development process

Willmann et al. Nat. Rev. Drug Discov. 2008



Toxicology profiling in discovery



Methods for molecular imaging 

Willmann et al. Nat. Rev. Drug Discov. 2008

Application tool to study toxicology in‐vivo



Importance of ROS imaging

Reactive oxygen species (ROS) operate as signaling molecules 
under various physiological conditions, and overproduction of 
ROS is involved in the pathogenesis of many diseases. 

Fluorescent probes for visualizing ROS are promising tools 
with which to uncover the molecular mechanisms of 
physiological and pathological processes and might also be 
useful for diagnosis.



1. Imaging of H2O2 with chemiluminescent
nanoparticles (CRET)

Lee et al. Nat. Mater. 2007



1.Imaging of H2O2 with chemiluminescent
nanoparticles (CRET)

Lee et al. Nat. Mater. 2007

Peroxalate nanoparticles properties:

• tunable wavelength emission (460–630 nm), 
• nanomolar sensitivity
• excellent specificity for hydrogen peroxide over other reactive 

oxygen species
• dioxetanedione intermediate produced within the 

nanoparticles can chemically excite a variety of fluorescent 
dyes, including those in the near‐infrared range (resulting in 
minimal absorption by haemoglobin, water and lipids)

• deep tissue‐imaging capability



2. NIR probe for oxidative stress based on 
differential reactivity of linked cyanine dyes

Oushiki et al. JACS 2010



Goal: Develop and implement methods to detect radical species in an 
in‐vivo model of LPS‐induced inflammation

Method: dual‐color semiconducting‐polymer nanoparticle (SPN)‐based 
near‐infrared (NIR) nanoprobe for the detection of reactive oxygen and 
nitrogen species (RONS) (named, NanoDRONE)



Semiconducting polymer nanoparticles (SPNs) 

• New class of photostable fluorescent nanomaterials with 
excellent brightness  (orders of magnitude higher than that of 
small‐molecule fluorophores, and tens of times better than 
that of QDs)

• Composed of p‐conjugated polymers, their use as fluorescent 
probes eliminates the possibility of heavy metal ion‐induced 
toxicity to living organisms  good biocompatibility



Preparation of the Nanoprobe

NIR‐emissive
semiconducting polymer

Cyanine dye derivative undergoing
oxidation‐induced degradation 
in the presence of ROS and RNS

matrix polymers: 
(PEG) coated nanoarchitecture
passive targeting in tissues 
with leaky vasculature through 
the enhanced permeability 
and retention effect



In‐vitro characterization of Nanodrone
TEM DLS

Resistant to RONS degradation



Nanodrone specificity 

3‐Morpholinosydnonimine (SIN1), which spontaneously
releases NO and O2.‐ to form ONOO in aqueous solution, was 
used to mimic the generation of ONOO by
macrophages

Increasing RONS conc.



Nanodrone to detect RONS in cells

Bacterial cell wall 
lipopolysaccharide (LPS) and 
phorbol 12‐myristate 13‐
acetate (PMA) to elicit the 
elevated production of RONS 
such as ONOO and ClO



In vivo imaging of RONS with NanoDRONE in a 
LPS‐induced acute peritonitis mouse model



Summary
SPN‐based NIR nanoprobe: 
• combines RONS inert property of SPN with a RONS sensitive 

cyanine derivative for imaging of RONS
• presents high physiological stability, good biodistribution, long 

circulation half‐life, and passive targeting to inflammatory regions

This nanoprobe allows for detection of RONS in the 
microenvironment of inflammation using systemic administration.

Disadvantage: the current probe does not show specificity over 
ONOO‐, ClO‐, .OH and, and is more suitable for detection of the 
RONS pool at inflammation sites in living animals.





Background

• Drug‐induced hepatotoxicity is also the single most important 
cause of both US Food and Drug Administration (FDA) non‐
approval of drugs and withdrawal of drugs from the market 
after approval  innovative preclinical hepatotoxicity 
screening methods to reduce hepatotoxicity during drug 
development

• In the liver, drugs undergo enzymatic biotransformation, 
which enhances metabolite hydrophilicity and clearance from 
the body. However, biotransformation can also generate 
reactive radicals or reactive electrophiles through one‐ or 
two‐electron oxidation reactions



Goal: Develop and implement methods to detect radical species 
(ROS, RNS) for preclinical drug‐safety screening (direct 
evaluation of acute hepatotoxicity)

Method: nanosensor for rapid, simultaneous and differential 
detection of RNS and ROS using two optically independent 
channels by combining fluorescence resonance energy transfer 
(FRET) and chemiluminescence resonance energy transfer (CRET)
 CF‐SPN (CRET‐FRET semiconducting polymer nanoparticles)



ROS, RNS and cellular mechanisms
ROS, including H2O2, can be generated:
• directly by oxidative phase I enzymes (for example, cytochrome 

P450 and peroxidase) during metabolism
• indirectly by the reaction of radical drug metabolites with oxygen
RNS such as peroxynitrite (ONOO−) result from:
• drug metabolite‐induced mitochondrial toxicity caused by 

disruption of the electron transport chain



Design of CF‐SPN for 
ROS & RNS detection

NIR fluorescent

PEG‐grafted poly(styrene) copolymer conjugated to 
galactose for hepatocyte targeting 

(CRET energy 
donor) 

(FRET acceptor)
(CRET acceptor
FRET donor)

Matrix



In‐vitro characterization of SPN

Dynamic light scattering

Transmission electron micrograph of CF‐SPNs

UV‐visible absorption spectrum 

PFODBT IR775S

Chemiluminescence was induced by the 
addition of 2 mM H2O2. 

PFODBT

IR775S



In‐vitro characterization of SPN: 
specificity & sensitivity

DL: 10nM

DL: 5nM



Longitudinal imaging of APAP hepatotoxicity in‐vivo
analgesic and anti‐pyretic 
acetaminophen (APAP)



Longitudinal imaging of (acetaminophen) APAP 
hepatotoxicity in‐vivo



Longitudinal imaging of APAP hepatotoxicity in‐vivo



Longitudinal imaging of APAP hepatotoxicity in‐vivo
plus enzyme inhibitors and ROS scavengers



Longitudinal imaging of isoniazid (INH) 
hepatotoxicity in‐vivo

anti‐tuberculosis agent 
isoniazid (INH)



Summary on FRET‐CRET SPNs
• Rapid, real‐time in vivo imaging probes for drug‐induced ROS 

and RNS and direct evaluation of acute hepatotoxicity. 
• Simultaneous and differential detection of RNS and ROS using 

two optically independent channels by combining 
fluorescence resonance energy transfer (FRET) and 
chemiluminescence resonance energy transfer (CRET)

• Imaging of drug‐induced hepatotoxicity and its remediation 
longitudinally in mice after systemic challenge with 
acetaminophen or isoniazid dose‐dependent ROS and RNS 
activity in the liver detected within minutes of drug challenge, 
preceded histological changes, protein nitration and DNA 
double‐strand‐break induction.



Advantages of semiconducting polymers for 
biomedical imaging 

• large mass extinction coefficients that result in efficient 
fluorescence

• excellent acute and subacute polymer biocompatibility 
equivalent to that of FDA‐approved poly(lactate‐co‐glycolate)

• excellent photostability

• Both quantum dots and small‐molecule fluorophores undergo 
chemical degradation by ROS and RNS, including H2O2, ONOO−

and −OCl, whereas SPNs are resistant to such oxidative 
chemical bleaching effects



Bioactivation of drugs

Bioactivation through drug metabolism is frequently suspected as 
an initiating event in many drug toxicities. 

The CYP450 and peroxidase enzyme systems are generally 
considered the most important groups of enzymes involved in 
bioactivation, producing either electrophilic or radical metabolites.

Structural alerts are aromatic systems with electron‐donating 
substituents and some five‐membered heterocycles. Metabolism 
of these groups can lead to chemically reactive electrophiles. 

Walsh et al.  Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2011



Enzymes mechanisms and formation of chemically reactive species

Walsh et al.  Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2011

Bioactivation of drugs: risk & drug design



A wide range of functional groups are known to undergo 
bioactivation. These groups cannot always be avoided in drug 
design. 
Bioactivation risk can be avoided or minimized by 
(a) replacing the suspect functional group
(b) blocking metabolism
(c) making metabolism less favorable
(d) switching to metabolic soft spots

Strategies to minimize bioactivation risk

Walsh et al.  Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2011














