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La tomografia fotoacustica (PAT) per monitorare il sistema glinfatico

C’é una crepa in ogni cosa
ed é da li che entra la luce.
Leonard Cohen

La circolazione del liquido cerebrospinale (CSF) € essenziale per I'omeostasi cerebrale, facilitando
la distribuzione dei nutrienti e la rimozione dei rifiuti metabolici Il sistema glinfatico, una via
perivascolare specializzata mediata dai pedicelli vascolariastrocitari, trasporta il CSF e rimuove i
soluti discarto cerebrale come I'amiloide-B, I'a-sinucleinae la tau.

Harrison IF et Impaired glymphatic function and clearance of tau in an Alzheimer's disease model. Brain.
2020 Aug 1;143(8):2576-2593.

La comprensione del sistema glinfatico ha fatto progredire in modo sostanziale la nostra
conoscenza del legame tra sonno, disturbi neurodegenerativi e smaltimento dei rifiuti Data la
sua importanza per la salute neurologica, & fondamentale studiare ulteriormente il sistema
glinfatico per sviluppare terapie mirate per i disturbi cerebrali, come la malattia di Alzheimer il
trauma cranico l'ictus e la malattia di Parkinson

Diverse tecnologie di imaging sono state utilizzate per studiare il sistema glinfatico sia in studi
preclinici che clinici, tra cui

I'imaging a fluorescenza transcranico
Sun B et al NIR-1l nanoprobes for investigating the glymphatic system function under anesthesia and stroke injury. J
Nanobiotechnology. 2024 Apr 23;22(1):200.

la risonanza magnetica (MRI)
Xue Y et alln vivo T1 mapping for quantifying glymphatic system transport and cervical lymph node drainage. Sci
Rep. 2020 Sep 3;10(1):14592.

la tomografia a emissione di positroni (PET)
de Leon MJ et al. Cerebrospinal Fluid Clearance in Alzheimer Disease Measured with Dynamic PET. J Nucl Med. 2017
Sep;58(9):1471-1476.

la tomografia computerizzata a emissione di fotoni singoli (SPECT)
A. Verma et al. Intrathecal 99mTc-DTPA imaging of molecular passage from lumbar cerebrospinal fluid to brain and
periphery in humans. Alzheimers Dement. 12, e12030 (2020).

I'analisi istologica
lliff JJ et al. A paravascular pathway facilitates CSF flow through the brain parenchyma and the clearance of
interstitial solutes, including amyloid 8. Sci Transl Med. 2012 Aug 15;4(147):147ra111.

Tuttavia, le attuali tecniche di imaging presentano delle limitazioni.

La microscopia a due fotoni offre un'elevata risoluzione spaziale ma richiede craniotomia o
assottigliamento del cranio, limitandone il campo visivo (FOV) e la profondita di penetrazione,
oltre a compromettere I'emostasi cerebrale.



L'imaging a fluorescenza transcranico fornisce un ampio FOV ma soffre ancora di una
penetrazione limitata.

La risonanza magnetica (RM) consente I'imaging dell'intero cervello sia su modelli animali che su
esseri umani, tuttavia la sua risoluzione spaziale e temporale & ancora insufficiente per catturare
le dinamiche del sistema glinfatico.

Sebbenela PET e la SPECT facilitino I'imaging cerebrale dinamico, presentano unarisoluzione
spaziale limitatae una breve emivita dei traccianti radioattivi.

Le tecnicheistologiche sono utili perl'analisi ex vivo, ma non possono catturare le dinamiche del
sistema glinfatico in tempo reale.

Nel complesso, i metodidiimaging puramente ottico sono limitatidalla profondita di penetrazione
su piccolianimali perla visualizzazione del flusso del liquido cerebrospinale nell'intero cervello,
mentre le tecniche non ottiche non possiedono la necessaria risoluzione spazio-temporale. Tali
limitazionisottolineanola necessita di tecnologie diimaging noninvasive, ad altarisoluzionee a
profonda penetrazione per la ricerca sul sistema glinfatico.
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Wang N et.
Noninvasive whole-brain imaging
of glymphatic dynamics.

Sci Adv. 2026 Jun 19;12(25):eaee4926.

Descrivono e presentano un approccio di imaging che integra la tomografia fotoacustica
tridimensionale e la microscopia di localizzazione ad ultrasuoni (3D-PAULM), potenziato da un
secondo tracciante nella finestra del vicino infrarosso (NIR-1l), il benzoindolo butil
difenilaminociclopentene eptametina (BIBDAH).

La tomografia fotoacustica (PAT) traccia il flusso di BIBDAH nel sistema glinfatico La PAT puo
anche fornire immagini vascolari corticali non invasive utilizzando I'emoglobina come contrasto
endogeno;tuttavia, manca dellarisoluzionespaziale perla mappaturamicrovascolare dell'intero
cervello. Al contrario, la microscopia dilocalizzazione ad ultrasuoni (ULM) compensa la limitazione
della PAT fornendo immagini vascolari a super risoluzione dell'interocervello ( 27).

Errico C et al. Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging.
Nature. 2015 Nov 26;527(7579):499-502.


https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.aee4926#core-collateral-R27

La 3D-PAULM viene applicata per monitorare le dinamiche glinfatiche, rivelando una funzione
glinfatica compromessa in diverse condizioni patologiche e fisiologiche.

E’ importante ricordare che lo spazio perivascolare (PVS), che circondai vasi cerebrali (CV), svolge
un ruolo fondamentale nel trasporto delle macromolecole dal liquido cerebrospinale (CSF) .Ora
sappiamo che lo scambio di fluidi tra il CSF e il PVS e regolato da due meccanismi di trasporto
primari:avvezione e diffusione. L'avvezione, guidata dalla pulsazione arteriosa e dai gradienti di
pressione sistemica, facilita il trasporto rapido e direzionale del CSF lungo il PVS. Al contrario, la
diffusione domina le fasi successive, consentendo la ridistribuzione passiva dei soluti per
supportare la graduale eliminazione dalle regioni cerebrali pit profonde. (vedi figura allegata)

Nel dettaglio

In questo studio, viene presentata una tecnologia di imaging cerebrale transcranico in vivo
continua, non invasiva, denominata 3D-PAULM, per visualizzare simultaneamente il PVS e i CV
utilizzando un unico sistema integrato. Per visualizzare i CV, vengono somministrate per via
intravascolare microbolle (MB) riempite di gas esogeno che fungono da diffusori acustici. Le
oscillazioni non lineari dei microbolle (MB) sotto eccitazione ultrasonica (US) consentono I'imaging
vascolare a super risoluzione oltre il limite di diffrazione, localizzando i singoli microbolle che
scorrono nei vasi sanguigni. Per visualizzare il PVS, il tracciante NIR-II BIBDAH viene infuso
lentamente nella cisterna magna (CM) per tracciare il flusso glinfatico.

Il tracciante viene visualizzato tramite PAT, che rileva i segnali acustici generati attraverso
l'assorbimento ottico. Le intensita fotoacustiche (PA) stimate da BIBDAH nel PVS sono circa 100
volte piu forti delle intensita PA provenienti dai vasi sanguigni (vedere Materiali e Metodi). Nel
frattempo, i risultati precedenti hanno dimostrato I'elevata biocompatibilita e sicurezza di BIBDAH.

Oltre alla dinamica del tracciante CSF derivata da PAT, ULM fornisce misure quantitative
indipendenti di vascolarizzazione, tortuosita e velocita del flusso in diverse condizioni sperimentali,
stabilendo cosi il suo distinto contributo funzionale. L'integrazione tra ULM e PAT fornisce un
contrasto emodinamico e molecolare complementare, consentendo una valutazione completa
della funzione glinfatica nel contesto dei vasi cerebrali nel loro complesso.

Il sistema di imaging integrato 3D-PAULM é mostrato nella figura allegata

Un array di trasduttori semisferici 2D operante a 4 MHz viene utilizzato per PAT e ULM
transcranici, fornendo una profondita di penetrazione bilanciata attraverso il cranio intatto e
risoluzioni spaziali all'interno del FOV, rispetto ai sistemi convenzionali basati su array di matrici ad
alta frequenza 3D-PAULM raggiunge una risoluzione spaziale quasi centrale, nel caso migliore
limitata dalla diffrazione, di 260 um lateralmente e 390 um assialmente per PAT, mentre ULM
migliora ulteriormente la risoluzione della vascolarizzazione a circa 50 um sia assialmente che
lateralmente (fig. S1). Per espandere il FOV per l'imaging dell'intero cervello, uno stadio di
traslazione motorizzato 2D facilita la scansione raster dell'animale, coprendo un FOV esteso di 14
mm per 14 mm per 10 mm. L'imaging finale dell'intero cervello richiede 12 s per PAT e 2 min per
ULM (vedere Materiali e Metodi). Tutti gli esperimenti sugli animali sono stati condotti con i topi in
posizione supina per migliorare la circolazione del CSF | MB sono stati somministrati tramite
iniezione retro-orbitale e il tracciante NIR-II é stato iniettato nel CM. Immagini rappresentative di
CV e PVS sono mostrate nella



Imaging simultaneo di PVS e CV tramite 3D-PAULM.
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( A) Immagine schematica del sistema glinfatico del topo, con due principali processi di flusso: avvezione e diffusione.
RBC, globulo rosso. ( B ) Schema del sistema 3D-PAULM. BS, divisore di fascio; DAQ, acquisizione dati. ( C) Schema
dell'infusione del tracciante NIR-Il e di MB nel CM e nel sistema intravascolare, rispettivamente. ( D ) Immagini
rappresentative della vascolarizzazione cerebrale ottenute con ULM, proiettate lungo diverse dimensioni. Le immagini
ULM sono codificate a colori in base alla profondita ( asse z ). | colori caldi (dall'arancione al rosso) indicano regioni
superficiali pil vicine alla superficie cerebrale, mentrei colori freddi (dal blu al verde) rappresentano regioni cerebrali
piu profonde. Barre di scala: 1 mm. ( E) Immagini rappresentative del tracciante NIR-II (BIBDAH) ottenute con PAT,
sovrapposte alleimmagini ULM.

Considerazioni

| risultati rivelano che l'invecchiamento esercita un profondo impatto sulla funzione glinfatica
compromettendo sia i processi avvettivi che diffusivi. Il declino del trasporto glinfatico nei topi
anziani @ multifattoriale e correlato alla perdita della polarizzazione perivascolare dell'AQP4 e alla
neuroinfiammazione

Inoltre, sono state evidenziate compromissioni funzionali nelle principali vie glinfatiche. | vasi
linfatici meningei nel cranio dorsale dei topi anziani hanno mostrato un ridotto coinvol gimento
nella clearance del CSF, il che implica un drenaggio linfatico compromesso.

Inoltre, il trasporto guidato dalla diffusione dal PVS & stato soppresso nei topi anziani. L'accumulo
prolungato del tracciante nellaregione TS suggerisce un blocco nellevie di efflusso, indicando che
sia I'afflusso che la clearance del sistema glinfatico sono interrotti durante I'invecchiamento.



Nel complesso, lo studio ha riportato l'impatto di varie condizioni patologiche e fisiologiche sul
trasporto glinfatico, dimostrando la necessita di tecniche di imaging precise come la 3D-PAULM.

Poiché la dimensione del campione era limitata, questo lavoro era principalmente inteso come
una dimostrazione tecnica della piattaforma 3D-PAULM, evidenziandone la capacita ditracciare il
liquido cerebrospinale (CSF) dell'intero cervello. Sono necessari studi di coorte piu ampi per
rafforzare ulteriormenteirisultati biologici.

Fornendo immagini ad alta risoluzione del cervello profondo, la 3D-PAULM colma la lacuna critica
nelle tecnologie diimaging esistenti, offrendo un potente strumento per studiare le dinamiche del
CSF e il potenziale traslazionale perlavalutazionenoninvasiva della funzione glinfatica .

Questi risultati ottenuticon la 3D-PAULM possono aprire lastrada a una migliorecomprensione e
al trattamento delle condizioni neurologiche associate a funzioni glinfatiche compromesse,
contribuendoin definitiva a migliorare la salute del cervello e la longevita



