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ISEE - roztwor optycznie oczyszczajacy i rozszerzajacy tkanki, stuzacy do
precyzyjnej akwizycji i segmentacji danych pochodzacych z mikroskopii
fluorescencyjnej

Opis technologii:

Technologia dotyczy roztworu chemicznego, ktory poprawia jako$¢ uzyskiwanych obrazow z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej. Roztwor ISEE (Improved Segmentation with Benign Expansion) po nakropleniu na dowolna tkanke zwierzgca taczy dwie
unikatowe cechy: (1) doprowadza do tzw. optycznego oczyszczenia tkanki oraz (2) doprowadza do umiarkowanego i powtarzalnego
rozszerzenia objetosci tkanek o ~60-70% (tj. powoduje jej izometryczne wydtuzenie o ~15% liniowo). Dzigki optycznemu oczyszczeniu
tkanka staje si¢ przezroczysta, w catosci przewodzi §wiatlo lasera mikroskopu co pozwala na badanie grubych skrawkow tkanek. Istotna
zaletg roztworu ISEE jest prostota uzycia (nakroplenie i odczekanie ~15 minut) i nietoksycznosci. Roztwor ISEE moze znalezé
zastosowanie w kazdej pracowni obrazowania struktur tkankowych. Co bardzo istotne, dotychczas zweryfikowano, iz rozszerzenie tkanki
z ISEE nie powoduje jej deformacji, jest to rozszerzenie izometryczne. Po zastosowaniu ISEE komorki tkanki sa nie tylko $wietnie
widoczne i tatwe do zliczenia, analizy w sposéb ilosciowy, ale roOwniez posiadaja swoj natywny ksztatt i potozenie wzgledem innych
elementow tkanki. Ponadto, ISEE pozostaje kompatybilne ze znakowaniem fluorescencyjnym z wykorzystaniem zaréwno barwnikow
jadrowych, jak i przeciwcial potaczonych z fluorescencyjnymi znacznikami. Znaczniki te nie ulegaja istotnemu wyzarzeniu przez CO
najmniej miesiac, co dodatkowo podkresla niezwykla uzytecznos¢ ISEE, kompatybilno§¢ z obrazowaniem w kazdych warunkach.

Technologia roztworu ISEE zwigksza dostgp do prowadzenia badan w 3D np. poznania dynamiki powstawania przerzutow
nowotworowych w kontekscie calej grubosci tkanki. Zastosowanie w badaniach roztworu ISEE zwicksza zaréwno badane obiekty
(komorki), jak i1 przestrzenie pomigdzy nimi co prowadzi do znakomitego poprawienia jakosci wykonywanych analiz.

Produkcja roztworu ISEE jest procesem prostym, opartym o mieszkanke 4 sktadnikéw chemicznych. Roztwor ISEE oferowany
bedzie w butelkach, w formie preparatu gotowego do bezposredniego zastosowania. Co wazne roztwor ISEE zachowuje swoje whasciwosci
przez okres co najmniej 6 miesi¢cy przechowywania w temperaturze pokojowe;j.

Korzysci z zastosowania:

¢ ulatwienie i zwickszenie doktadnos$ci badan 3D grubych wycinkéw tkanek zwierzecych (poprzez oczyszczenie i optyczne
powigkszenie tkanek);

¢ ISEE znacznie poprawia doktadno$¢ ilosciowej analizy danych przeprowadzanej z najczesciej stosowanym oprogramowaniem przez
biologow i bioinformatykéw — ImageJ oraz Imaris;

¢ kompatybilnos¢ z barwieniem jadrowym (jodek propidyny, Hoechst) oraz najczesciej stosowanymi zwigzkami fluorescencyjnymi;

¢ tatwos$¢ uzycia roztworu.

Forma wspoélpracy:

e umowa licencji
technologia zostata zweryfikowana w warunkach zblizonych do e  sprzedaz praw do IP
rzeczywistych — poziom TRL 6

Dojrzatos¢ technologii:

Forma ochrony: Branza:
. zgloszenie patentowe nr P.443138 (POLSKA) *  branza farmaceutyczna
e  os$rodki badawcze

e  branza laboratoryjna
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*  Jacek Tomczuk, student Wydziat Medyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny.
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ISEE — a tissue optical clearing and expanding solution for precise
acquisition and segmentation of fluorescence microscopy data

Description of the technology:

The technology refers to a chemical solution that improves the quality of images obtained with fluorescence microscopy. The ISEE
(Improved Segmentation with Benign Expansion) solution, when applied to any animal tissue, combines two unique features: (1) it leads to
so-called optical clearing of the tissue, and (2) it leads to a moderate and reproducible expansion of the tissue volume by ~60-70% (i.e., it
causes an isometric expansion of ~15% linearly). Due to optical clearing, the tissue becomes transparent, fully conductive to the laser light
of the microscope which allows the examination of thick tissue scrapings. An important advantage of the ISEE solution is its simplicity of
use (sprinkle and wait ~15 minutes) and non-toxicity. ISEE solution can find application in any tissue structure imaging laboratory. Very
importantly, it has been verified so far that tissue expansion with ISEE does not cause deformation of the tissue, it is an isometric expansion.
After using ISEE, tissue cells are not only brilliantly visible and easy to count, analyze quantitatively, but also have their native shape and
position relative to other tissue elements. In addition, ISEE remains compatible with fluorescent labeling using both nuclear dyes and
antibodies combined with fluorescent markers. These markers do not undergo significant annealing for at least a month, further highlighting
ISEE's remarkable utility, compatibility with imaging under all conditions.

ISEE solution technology increases access to conduct 3D studies, for example, learning about the dynamics of cancer metastasis in
the context of the entire thickness of the tissue. The use of ISEE solution in research increases both the objects under study (cells) and the
spaces between them, which leads to an excellent improvement in the quality of the analyses performed.

The production of ISEE solution is a simple process, based on a mixture of 4 chemical components. The ISEE solution will be offered
in bottles, in the form of a formulation ready for direct application. Importantly, the ISEE solution will retain its properties for at least 6
months of storage at room temperature.

Benefits of application ISEE:
e facilitates and improves the accuracy of 3D studies of thick animal tissue sections (by cleaning and optically magnifying the
tissues);
e greatly improves the accuracy of quantitative data analysis performed with the most commonly used software by biologists and
bioinformaticians - ImageJ and Imaris;
e compatibility with nuclear staining (propidium iodide, Hoechst) and the most commonly used fluorescent compounds;
e ease of use and non-toxicity.

IP transfer form:

Technology Readiness Level:: e license agreement

The technology has been verified under near real-world conditions - TRL e sale of IP rights
level 6
Type of IP rights: Sector:
e Patent application P.443138 (POLAND) *  pharmaceutical industry

. research centers

e laboratory industry

Authors:
»  Pawel Matryba, M.D., Faculty of Medicine, Department of Immunology, Medical University of Warsaw;
+  prof. Jakub Gotab, MD PhD, Faculty of Medicine, Department of Immunology, Medical University of Warsaw
. Jacek Tomczuk, student, Faculty of Medicine, Medical University of Warsaw

Contact:
Medical University of Warsaw - Center for Technology Transfer: ctt@wum.edu.pl

Phone no. +48 22 57 20 896, 61 Zwirki i Wigury St., 02-091 Warsaw, Poland

b Rzeczpospolita Unia Europejska
Inteligentny Rozw6) - Polska Europejski Fundusz

Rozwoju Regionalnego



mailto:ctt@wum.edu.pl

