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Abstract

Toxoplasmosis is one of the most widespread zoonosis worldwide, since Toxoplasma
gondii (T. gondii) is a ubiquitous obligate intracellular protozoan parasite that infects up to one
third of the human population. Although infection is usually asymptomatic in immunocom-
petent individuals, in vulnerabile categories such as the fetus and immunocompromised pa-
tients, toxoplasmosis can lead to severe consequences, in particular congenital and reactivated
toxoplasmosis (RT). Highly active antiretroviral therapy (HAART) and global increase in the
number of immunocompromised patients undergoing organ and tissue transplantations, in
which toxoplasmosis represents important opportunistic infection, shifted the focus of inte-
rest from HIV+ patients to transplant recipients. There is an urgent need for identifying novel
potent and well-tolerated drugs, since available options for toxoplasmosis chemotherapy are
limited, and associated with numerous side effects. Although potential chemotherapeutics are
also investigated in vitro, results obtained in in vivo experimental models provide more valu-
able data. Iatrogenic immunosuppression in mice chronically infected with T. gondii is mostly
based on administration of corticosteroids, such as dexamethasone in drinking water and
hydrocortisone via subcutaneous injections. In addition, some models involve the use of
cytostatics, mainly cyclophosphamide, which is among the most commonly used
immunosuppressants in transplantation protocols. Large variations in dosing of immunosu-
ppressants in models of RT call for their optimization. Cytostatics and corticosteroids, applied
simultaneously in adequate doses and intervals would allow for simulation of the most
frequently applied immunosuppressive regimens in human transplantation medicine.
Although there is a variety of in vivo models of toxoplasmosis, a current trend of exponential
increase in population of transplant recipients requires a better insight into possible ways of
establishing a model of RT. Establishment of a sustainable model of RT would be of great im-
portance in future studies focused on T. gondii infection, and above all, for conducting che-
motherapy experiments oriented towards discovery of potential new candidates for the tre-
atment of toxoplasmosis.
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Sazetak

Toksoplazmoza je jedna od globalno najrasprostranjenijih zoonoza, s obzirom na to
da je Toxoplasma gondii (T. gondii) ubikvitarna, striktno intracelularna protozoa koja infi-
cira trecinu svetske populacije. Iako je kod imunokompetentnih osoba infekcija najcesce
asimptomatska, kod osetljivih kategorija, kao $to su fetus i imunokompromitovani paci-
jenti, toksoplazmoza moze dovesti do klinicki veoma teskih posledica, pre svega kongeni-
talne i reaktivirane toksoplazmoze (RT). Visokoaktivna antiretrovirusna terapija (HAART)
i globalno rastuci broj imunosuprimiranih pacijenata koji se lece transplantacijom organa
i tkiva, a kod kojih toksoplazmoza predstavlja vaznu oportunisticku infekciju, rezultirali
su usmeravanjem istrazivackog fokusa sa pacijenata pozitivnih na virus humane imuno-
deficijencije (HIV) na primaoce transplantata. Postoji hitna potreba za novim, efikasnim
i bezbednim antitoksoplazmatskim lekovima jer su aktuelne terapijske opcije u lecenju
toksoplazmoze malobrojne i dovode se u vezu sa brojnim nezeljenim efektima. Potencijalni
hemioterapeutici ispituju se i u in vitro, ali su od veceg znacaja rezultati dobijeni u in vivo
eksperimentalnim modelima. Jatrogena imunosupresija kod miseva hroni¢no inficiranih
T. gondii najcesce se postize primenom kortikosteroida, kao $to su deksametazon u vodi
za pice i hidrokortizon putem supkutanih injekcija. Pored kortikosteroida, u upotrebi su i
citostatici, pre svega ciklofosfamid, koji je ujedno i medu najsire primenjivanim imunosu-
presivima u transplantacionim protokolima. Velike varijacije u rezimu doziranja imunosu-
presiva u modelima RT ukazuju na potrebu za njihovom optimizacijom. Citostatici i kor-
tikosteroidi, kombinovano primenjeni u odgovaraju¢im dozama i vremenskim intervali-
ma, simulirali bi najaktuelnije imunosupresivne rezime u humanoj transplantacionoj me-
dicini. Naime, i pored raznovrsnosti in vivo eksperimentalnih modela toksoplazmoze,
aktuelni trend eksponencijalnog porasta broja transplantiranih pacijenata zahteva bolji
uvid u moguce nacine za uspostavljanje modela RT. Uspostavljanje odrzivog modela RT
bilo bi znacajno za buduca ispitivanja infekcije izazvane T. gondii, pre svega za sprovodenje
hemioterapijskih eksperimenata u cilju otkrivanja potencijalnih novih kandidata za lece-

ciklofosfamid nje toksoplazmoze.

Uvod

Toxoplasma gondii (. gondii) je ubikvitarna, strik-
tno intracelularna protozoa sa Sirokim spektrom po-
tencijalnih domacina, ukljucujudi sve sisare i ptice (1).
Procenjuje se da je trecina Covecanstva inficirana ovom
protozoom, §to toksoplazmozu ¢ini jednom od globalno
najrasprostranjenijih zoonoza. Rod obuhvata jednu vrstu
infektivnu za sve domacine, sa ogranicenom genetskom
raznoliko$¢u na podruéju Evrope i Severne Amerike, gde
vecina izolata pripada jednoj od tri klonske linije (tip I, II,
III). Tip I1, koji se najcesce povezuje sa humanim infekcija-
ma u Evropi, dominantan je genotip i u nasoj zemlji (2, 3).

Zivotni oblici T. gondii su brzodeleéi tahizoiti, od-
govorni za akutnu fazu infekcije, sporodelec¢i bradizoiti
(unutar tkivnih cista), prisutni tokom hroni¢ne faze in-
fekcije i sporozoiti (unutar zrelih oocista). Oocista nastaje
kao produkt seksualnog razmnozavanja koje se odvija is-
kljucivo u epitelu tankog creva stalnog domacina (zivoti-
nje iz porodice Felida). U nukleisanim celijama prelaznih
domacina, medu kojima je i ¢ovek, odvija se aseksualna
faza razmnozavanja, tokom koje se tahizoiti konvertuju u
bradizoite. U imunokompetentnom domacinu bradizoiti
dugoro¢no opstaju u formi tkivnih cista, predominantno
oblici su infektivni za ¢oveka, a najces¢i put infekcije je
konzumiranje nedovoljno termicki obradenog mesa infi-
ciranih Zivotinja koje sadrzi tkivne ciste ili vode, povr¢a i

voca kontaminiranih oocistama (4).

Toksoplazmoza imunokompetentne osobe je najce-
$¢e asimptomatska, a kada se simptomi jave, blagi su i bez
veceg klinickog znacaja. Medutim, manifestacije infekcije
mogu da budu ozbiljne, a posledice veoma teske, neretko
i fatalne, u osetljivim kategorijama kao $to su fetus i imu-
nokompromitovani pacijenti, usled nerazvijenog, tj. nea-
dekvatnog imunskog odgovora (5). Kongenitalna tokso-
plazmoza (KT) nastaje usled transplacentalne transmisije
parazita tokom akutne infekcije trudnice i moze da ima
$irok spektar ishoda, od supklinicke toksoplazmoze, pre-
ko teskih neurooftalmologkih komplikacija, do smrtnog
ishoda (6,7). Tokom poslednje dve decenije XX veka, a
sa pocetkom pandemije virusa humane imunodeficijen-
cije (engl. Human Immunodeficiency Virus - HIV), parazit
T. gondii je prepoznat kao vazan oportunisticki infektivni
agens kod imunokompromitovanih pacijenata. Usled nea-
dekvatnog imunskog odgovora, kod ovih pacijenata moze
do¢i do oslobadanja bradizoita iz ruptuiranih cista i njiho-
ve rekonverzije u tahizoite koji su odgovorni za nastanak
reaktivirane toksoplazmoze (RT). Ovi brzodeleéi zivotni
oblici T. gondii se oslobadanjem u krvotok dalje disemi-
nuju, izazivajuci niz klinickih simptoma (5). Reaktivacija
toksoplazmoze kod HIV+ pacijenata je primenom viso-
koaktivne antiretrovirusne terapije (engl. Higly Active
Antiretroviral Therapy - HAART) stavljena pod kontrolu
u razvijenijim zemljama sveta. Usled procvata modernih
dijagnostickih i terapijskih procedura fokus je, medutim,
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poslednjih godina usmeren na druge kategorije imu-
nokompromitovanih pacijenata, pre svega na primaoce
transplantata organa i tkiva.

Toksoplazmoza - aktuelni problemi

Transplantacija mati¢nih celija hematopoeze (engl.
Hematopoietic Stem Cell Transplantation - HSCT) i tran-
splantacija solidnih organa danas su sve ¢e$ce neizbezne
procedure pri le¢enju sve veceg broja oboljenja. Naime, li-
sta indikacija za transplantaciju se konstantno prosiruje, a
samim tim se uvecava i broj procedura. Zapazen je ekspo-
nencijalni porast broja izvedenih transplantacija, pre svega
HSCT, kako u svetu, tako i u naoj zemlji (8). Takode, pro-
$irenjem indikacija za primenu imunosupresivne terapije
znacajno je povecan broj pacijenata koji su pod rizikom od
oportunistickih infekcija (9). Porazavajuca je ¢injenica da
je kod ove ,,non-HIV” kategorije imunokompromitovanih
pacijenata toksoplazmoza ¢esce diseminovana sa tezim kli-
nickim ishodom u poredenju sa HIV+ pacijentima. Osim
kao posledica reaktivacije latentne infekcije, kod recipije-
nata se tezak oblik infekcije moze razviti i kao rezultat pri-
moinfekcije direktnim prenosenjem T. gondii putem tran-
splantata inficiranog donora. Ipak, za razliku od primalaca
solidnih organa, kod kojih je ovaj na¢in nastanka infekcije
cak i ¢es$¢i, primaoci mati¢nih celija hematopoeze u ve¢em
su riziku od reaktivacije latentne infekcije. Uprkos prime-
njenoj terapiji, kod pacijenata lecenih HSCT mortalitet se
krec¢e u rasponu 38-67%. Rizik za reaktivaciju zavisi od
tipa transplantata i njime uslovljenim intenzitetom i duzi-
nom trajanja jatrogene imunosupresije. Posebno osetljiva
kategorija su pacijenti koji primaju mati¢ne celije druge
osobe, tj. davaoca (alogena HSCT) zbog pratece intenziv-
ne i produzene terapijske imunosupresije (10).

Znacaj toksoplazmoze kao potencijalno fatal-
ne u ovoj kategoriji pacijenata dugo je bio zanemarivan.
Medutim, u nekim zemljama, pa i u nasoj, ovaj problem je
prepoznat, te su dijagnostika i pracenje RT kod primalaca
mati¢nih celija hematopoeze, zasnovani na molekularnoj
detekciji T. gondii u perifernoj krvi, uvrs¢eni u transplan-
tacione protokole (11). Organizovanim pracenjem pedi-
jatrijskih pacijenata koji se u nasoj zemlji lece HSCT za-
belezen je procenat reaktivacije od ¢ak 20%, dok je kod
odraslih pacijenata kojima je transplantirano srce tokso-
plazmoza prenesena transplantatom ili RT detektovana u
8,1% slucajeva (12,13).

Terapija toksoplazmoze

Pravovremeno uklju¢ivanje odgovarajuce terapije,
kakokod trudnicaikongenitalnoinficirane novorodencadi,
tako i kod pacijenata sa dokazanom reaktivacijom od
klju¢nog je znacaja u kontroli dva ozbiljna klinicka entiteta
izazvana T. gondii - KT i RT. Medutim, iako su prva
ispitivanja  potencijalnih antitoksoplazmatskih lekova
pocela jo$ 1940. godine, za sada je za upotrebu u lecenju
toksoplazmoze odobreno samo nekoliko lekova (14).
Dostupne terapijske opcije - pirimetamin u kombinaciji sa

sulfadijazinom ili klindamicinom i monoterapija
kotrimoksazolom - povezane su sa brojnim nezeljenim
efektima koji neretko zahtevaju i obustavu primene leka
(15). Imaju¢i u vidu da se terapija u odredenim
indikacijama mora primenjivati tokom duzeg vremenskog
perioda, pa ¢ak i duze od godinu dana, kao $to je slucaj
kod KT, obustava terapije zbog ozbiljnih nezeljenih efekata
moze da predstavlja veliki problem. Mijelotoksi¢nost se
istice kao jedan od nezeljenih efekata koji predstavlja
zivotno ugrozavaju¢u komplikaciju za pacijente sa
hematoloskim malignitetima, tj. za primaoce HSCT.
Odluku o zapocinjanju profilakse ili terapije RT donosi
klinicki lekar nakon pazljive procene potencijalnog rizika
od reaktivacije (na osnovu nalaza laboratorijskog
ispitivanja) u odnosu na poznatu opasnost od toksi¢nih
efekata leka. Osim toga, iako se rezistencija T. gondii na
postojece lekove ne smatra goru¢im problemom,
pojedinacni prijavljeni slucajevi rezistencije na sulfadijazin
i pirimetamin, kao najcesce koris¢ene u terapiji KT i RT,
nalazu oprez (16,17). Kako nijedan od postojecih lekova
ne deluje efikasno na ciste T. gondii, za sada nije moguca
eradikacija ovog parazita iz organizma domacina (18).
Stoga je jasna potreba za novim lekovima koji Ce, pre svega,
biti dobro tolerisani od strane vulnerabilnih kategorija
populacije kao S§to su trudnice, novorodencad i
imunokompromitovani pacijenti.

Brojne pretklinicke studije (in vitro i in vivo) usme-
rene na eksperimentalnu hemioterapiju toksoplazmoze
omogucile su izdvajanje jedinjenja, potencijalnih hemiote-
rapeutika sa obecavaju¢im efektom na T. gondii. Iako je in
vitro faza ispitivanja korisna za proveru (engl. screening)
velikog broja kandidata kao potencijalnih antitoksoplaz-
matskih lekova, hemioterapijski in vivo eksperimenti su
neophodna spona in vitro i klinickih studija, te je njihova
standardizacija od esencijalnog znacaja (18). Imajuci u
vidu porast broja imunosuprimiranih pacijenata na glo-
balnom nivou, istrazivanja su danas usmerena na otkriva-
nje novih kandidata za le¢enje RT. Za ispitivanje potenci-
jalnih lekova od klju¢nog znacaja bi bilo usavrsavanje mo-
dela RT koji bi simulirali klinicki tok infekcije kod pome-
nute visokorizi¢ne populacije.

Eksperimentalni modeli toksoplazmoze

U zavisnosti od prirode istrazivanja, za izucavanje
toksoplazmoze su na raspolaganju razliciti Zivotinjski mo-
deli, a najisplativiji i najpogodniji model je laboratorijski
mis$ (19). Imajuci u vidu uticaj razli¢itih eksperimental-
nih parametara, kao §to su vrsta misa, soj i zivotni oblik
T. gondii, veli¢ina i nacin davanja infektivhog inokuluma
na klinicki tok infekcije, optimizacija eksperimentalnih
modela toksoplazmoze je veoma zahtevna (14,20). Sve na-
vedeno govori o izuzetnoj kompleksnosti in vivo modela,
a uspostavljanje standardizovane metodologije olaksalo bi
statisticku obradu rezultata i omogucilo njihovo preciznije
poredenje izmedu istrazivackih laboratorija (21).

Prednost Zivotinjskih modela toksoplazmoze je u
omogucavanju evaluacije efikasnosti lekova pracenjem
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razlic¢itih parametara kao $to su duzina prezivljavanja mi-
$eva, histopatoloske promene i broj cista u predilekcionim
organima, kao i distribucija DNK T. gondii u krvi i organi-
ma. Na raspolaganju je Sirok dijapazon eksperimentalnih
modela, od bazi¢nih - akutne i hroni¢ne toksoplazmoze, do
kompleksnijih - o¢na, KT i RT, kao i koinfekcija T. gondii sa
drugim oportunistickim patogenima (Pneumocystis jirove-
cii, Mycobacterium avium kompleks) (14). Standardizacija
navedenih modela je veoma vazna za izvodenje sve po-
trebnijih hemioterapijskih in vivo eksperimenata. Vec¢ina
istrazivaca se i dalje opredeljuje za ispitivanje lekova na
modelima akutne i hroni¢ne toksoplazmoze (22-29). Ipak,
aktuelni trend eksponencijalnog porasta broja pacijenata
koji se lece transplantacijom organa, odnosno mati¢nih
¢elija hematopoeze, iziskuje bolji uvid u moguce nacine za
uspostavljanje odrzivih modela RT u cilju efikasnije evalu-
acije efekata potencijalnih hemioterapeutika usmerenih na
T. gondii, kao i za ispitivanje klinickog toka infekcije kod
imunokompromitovanih pacijenata.

Optimizacija eksperimentalnih modela
reaktivirane toksoplazmoze

Ideja u osnovi eksperimentalnih modela RT je izazi-
vanje jatrogene imunosupresije kod miseva hroni¢no infi-
ciranih T. gondii. Oc¢ekuje se da nakon primene imunosu-
presivne terapije i posledicno narusenog imunskog nad-
zora nad infekcijom kod navedenih Zivotinja dode do
rupture cista i konverzije bradizoita u tahizoite, tj. do
reaktivacije infekcije. Pored uobicajenog eksperimental-
nog pristupa indukciji reaktivacije, baziranog na upotrebi
imunosupresivnih lekova, neki istrazivaci se opredeljuju za
koris¢enje genetski modifikovanih miseva, kao $to su mi-
$evi sa teSkom kombinovanom imunodeficijencijom (engl.
Severe Combined Immunodeficiency - SCID) ili oni kojima
nedostaje neki od vaznih faktora za kontrolu infekcije (30).
Kako je interferon gama (IFN-y) jedan od klju¢nih cito-
kina u kontroli infekcije T. gondii, u nekoliko istrazivanja
su koriS¢eni miSevi kojima nedostaje receptor za IFN-y ili
IFN-vy deficijentni miSevi, tj. miSevi koji ne poseduju neki
od faktora neophodnih za stimulisanje proizvodnje IFN-y
(31-35). Nedostaci upotrebe specificne vrste miSeva u mo-
delima RT su visoka cena i ograni¢ena dostupnost ovakve
vrste laboratorijskih Zivotinja, kao i potreba za posebnim
uslovima oslobodenih patogena (engl. pathogen free), kako
bi se sprecila infekcija drugim oportunistickim patogeni-
ma. Navedene vrste modela takode ne simuliraju realne
uslove koji postoje kod imunokompromitovanih pacijena-
ta, $to je od velikog znacaja kako u interpretaciji rezultata
izvedenih iz zivotinjskih modela, tako i u njihovoj ekstra-
polaciji na humanu populaciju.

Imunosupresivni lekovi se i dalje koriste kao isplati-
vija alternativa za uspostavljanje modela RT u razli¢itim
laboratorijama koje se bave prouc¢avanjem toksoplazmoze
(36-40). Primenom odgovarajuc¢e kombinacije imunosu-
presiva, uz kontrolisano doziranje, tezi se uspostavljanju
odrzivih modela koji ¢e rezultirati reaktivacijom uz

omoguceno prezivljavanje miseva tokom trajanja eksperi-
menta. S obzirom na prosirenje indikacija za primenu
imunosupresivne terapije, dodatna prednost ovakvog pri-
stupa je moguc¢nost simulacije imunosupresivnih rezima
u humanoj medicini. Optimizacijom pomenutih modela,
tj. finim doziranjem lekova, istraziva¢ moze da kontrolise
dubinu imunosupresije, $to je veliki izazov u modelima
zasnovanim na koriS¢enju imunodeficijentnih miseva.
Kako je osamdesetih godina XX veka paznja struc-
ne javnosti bila usmerena na reaktivaciju infekcije kod
rastuce populacije HIV+ pacijenata, eksperimentalni mo-
deli su pretezno podrazumevali primenu kortikosteroi-
da kao lekova sa imunosupresivnim efektom. Osim toga,
re¢ je o lekovima koji imaju $irok dijapazon indikacija za
primenu u humanoj medicini. Kako se u kategoriji HIV+
pacijenata reaktivacija najcesce klinicki ispoljava kao tok-
soplazmatski encefalitis (TE) (1), Hoflin (Hofflin) i sa-
radnici su razvili model TE direktnom intracerebralnom
inokulacijom T. gondii miSevima koji su ve¢ bili imunosu-
primirani kortizon acetatom (41). Nasuprot tome, jedan
od prvih modela imunosupresije indukovane lekovima,
koji je podrazumevao postizanje hronic¢ne infekcije T.
gondii pre primene imunosupresiva, uspostavili su Nikol
(Nicolle) i saradnici, koriste¢i deksametazon u vodi za
pice (42). Nedugo zatim, na osnovu ovog istrazivanja, u
Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za toksoplazmozu u
nasoj zemlji uspostavljen je model RT primenom dvojne
kortikosteroidne terapije — deksametazona u vodi za pice
i hidrokortizon acetata putem potkoznih injekcija (43).
Imitacija prirodnog toka infekcije T. gondii postignuta je
per os davanjem homogenata mozga misa koji sadrzi ci-
ste T. gondii. Prednost supkutane primene hidrokortizona
ogledala se u mogucnosti preciznog doziranja leka kod
svake zivotinje, za razliku od primene lekova u vodi za
pi¢e. Medutim, ispitivanjem efekta pojedinac¢nih lekova i
njihove kombinacije u ovom istrazivanju utvrdeno je da
sam hidrokortizon nije dovoljan za izazivanje dovoljno
duboke imunosupresije, te da se svakako mora koristiti u
kombinaciji sa drugim lekovima. Imunosupresivni efekat
primenjenih kortikosteroida je potvrden odredivanjem
ukupnog broja splenocita, ¢ije su vrednosti bile statistic-
ki znacajno niZe u grupi miseva koji su primali terapiju.
Veliki broj cista u mozgu misSeva na terapiji, koji je sta-
tisticki znacajno premasio broj kod kontrolnih miseva,
ukazivao je na to da su primenjeni kortikosteroidi indu-
kovali reaktivaciju hroni¢ne infekcije. Medutim, osim $to
je procenat smrtnosti u grupi miseva koji su primali tera-
piju bio visok (85%), smrtnost od 33% u kontrolnoj grupi
neinficiranih miSeva koji su primali deksametazon suge-
risala je na visoku toksi¢nost ovakve terapije (43). Ipak,
ovakav model, kao i njegove varijacije, primenjivan je i
dalje, a deksametazon u vodi za pice postao je jedan od
najcesce upotrebljavanih imunosupresiva u eksperimen-
talnim modelima koji su se bavili proucavanjem razlici-
tih aspekata patogeneze RT (39,40, 44-46). Ovaj model je
koris¢en i u hemioterapijskim eksperimentima, izmedu
ostalog i za ispitivanje efikasnosti kombinovane primene
atovakvona i klindamicina u terapiji RT, i to u laboratoriji
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u kojoj je uspostavljen. Produzeno prezivljavanje miseva i
znacajno smanjenje broja cista u mozgu, koji je nastavio da
se smanjuje i tokom tromesec¢nog pracenja, ukazali su i na
trenutnu efikasnost i na produzeno dejstvo ove kombino-
vane terapije (47).

Osim kortikosteroida, u literaturi je devedesetih go-
dina proslog veka opisana i primena drugih imunosupresi-
va, kao §to su azatioprin i ciklosporin. Navedeni lekovi su
izabrani kao citostatici koji se ¢esto koriste u cilju spreca-
vanja odbacivanja transplantata. Ova vrsta imunosupresi-
va, medutim, nije dovela do diseminovane toksoplazmo-
ze ni kod jedne od tretiranih Zivotinja, sugeri$uci na blag
imunosupresivni efekat navedenih lekova (48). Nakon toga,
u nekoliko istrazivanja je opisana primena ciklofosfamida,
jednog od $iroko korid¢enih imunosupresiva u savreme-
nim protokolima transplantacione medicine. Njegova ce-
sta primena i u drugim indikacijama, kao $to su lecenje
maligniteta i autoimunskih bolesti, ukazuje na znacajan
doprinos ovog leka pove¢anom riziku od oportunistickih
infekcija u vulnerabilnoj kategoriji pacijenata (49). Ovaj al-
kiliraju¢i agens, nakon prelaska u svoju aktivou formu me-
tabolisanjem u jetri, dodaje alkil grupe na DNK baze, ra-
zarajuci tako DNK, a samim tim i sve aktivno replikujuce
¢elije, medu kojima su i celije kostane srzi (50). Primenjen
na adekvatan nacin i u optimalnoj dozi, navedeni lek se
pokazao pogodnim za izazivanje jatrogene imunosupre-
sije u eksperimentalnim modelima na outbred i inbred
miSevima (51,52). U nekoliko eksperimentalnih modela
toksoplazmoze primenjen je u razli¢itim koncentracija-
ma, u pojedinacnoj ili u vise doza, tokom duzeg ili kraceg
vremenskog perioda (36-38). Cilj primene ovog leka se ta-
kode menjao kroz istrazivanja. Naime, Zang (Zhang) i sa-
radnici su ispitivali efekat ciklofosfamida na nastanak TE
i pridruzenih histopatoloskih promena u mozgu miseva,
dok je ideja Silva i saradnika bila da se ispita uticaj ciklo-
fosfamida na podloznost reinfekciji razli¢itim sojevima T.
gondii (36,38). Iako su Silva i saradnici pokazali da ciklo-
fosfamid povecava osetljivost miseva inficiranih T. gondii
na reinfekciju virulentnim sojevima, ¢injenica da primena
ovog imunosupresiva nije dovela do znacajnog povecanja
broja cista inficiranih mi$eva ukazala je na to da su doza

Tabela 1. Eksperimentalni modeli RT.

i interval davanja leka bili nedovoljni da izazovu reaktiva-
ciju kod zivotinja (36). S druge strane, Zang i saradnici su
kod Zivotinja uspesno izazvali TE, koji je i histopatologki
potvrden kod svih inficiranih miSeva koji su primili samo
jednu dozu ciklofosfamida od 50 mg/kg (38). Ispitivana
je i efikasnost imunomodulatornog leka pidotimoda na
hroni¢no inficirane miSeve imunosuprimirane ciklofosfa-
midom. U ovom istrazivanju je kori$¢en veoma agresivan
rezim davanja ciklofosfamida svakog drugog dana u traja-
nju od mesec dana, a parazitemija koja potvrduje RT kod
miseva do kraja eksperimenta ustanovljena je kod ¢ak 80%
zivotinja (37). S obzirom na to da su u navedenim istraziva-
njima korisceni isti misevi (BALB/c), put infekcije (per os)
i zivotni oblik parazita (ciste), potencijalni uzroci nekonzi-
stentnih rezultata navedenih autora bi mogli da budu soj T.
gondii, veli¢ina inokuluma ili na razli¢ite nacine evaluiran
efekat imunosupresiva (brojanjem cista, histopatoloskom
verifikacijom TE, tj. pra¢enjem parazitemije) (36-38).

Velike varijacije u rezimu doziranja, kao i u ekspe-
rimentalnim parametrima za pracenje imunosupresije i
reaktivacije, ukazuju na potrebu za optimizacijom modela,
sa akcentom na odredivanju optimalne doze ciklofosfami-
da ili nekog drugog cesto koris¢enog citostatika. Uporedo
sa primenom odabranog citostatika, kod pacijenata koji
primaju transplantat neizbezna je i upotreba kortikosteroi-
da, kao prve linije lekova u prevenciji bolesti kalema protiv
domacina (engl. Graft Versus Host Disease - GVHD) (49).
Kombinacijom dva leka (odabranog citostatika i korti-
kosteroida) na animalnom modelu mogli bi da se simulira-
ju najcesce primenjivani imunosupresivni rezimi u huma-
noj transplantacionoj medicini. Ovakvi modeli omogucili
bi bolji uvid u efekat citostatika, tj. izdvajanje onih koji su
povezani sa vecom predispozicijom za RT kod pacijenata,
a samim tim i individualno prilagodavanje terapijskog re-
zima. U budu¢im istrazivanjima bi bilo izazovno usposta-
viti eksperimentalni model RT koji bi podrazavao postoje-
¢e klinicke podatke koji su pokazali da se RT registruje kod
20% HSCT pacijenata (12).

Osnovni principi, prednosti i nedostaci gore nave-
denih eksperimentalnih modela RT sumarno su prikazani
u tabeli 1.

Eksperimentalni modeli RT

Lekovima indukovani model

Model sa genetski modifikovanim misevima

Osnovni princip
indukcije reaktivacije

Jatrogena imunosupresija izazvana lekovima
(kortikosteroidi, citostatici...)

Specifi¢na vrsta miSeva koji ne mogu da
kontroli$u infekciju (miSevi sa SCID, IFN-y
deficijentni migevi...)

Kontrolisano doziranje lekova

Prednosti Simulacija imunosupresivnih rezima u humanoj Jednostavnije izvodenje eksperimenata
medicini
Visoka cena
Optimizacija modela (pronalazenje Ogranicena dostupnost
Nedostaci odgovarajuceg leka/kombinacije lekova, doznog

rezima, puta/nacina primene)

Pathogen free uslovi

Nemogu¢nost simulacije realnih uslova kod
imunokompromitovanih pacijenata

RT - reaktivirana toksoplazmoza; SCID - te$ka kombinovana imunodeficijencija (engl. severe combined immunodeficiency).
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Razvoj eksperimentalnih modela - nove
perspektive

U poslednje vreme se sve viSe tezi razvijanju
novih, modernijih in vitro modela infektivnih bolesti
koji bi mogli da zamene in vivo modele, a samim tim i
redukuju upotrebu laboratorijskih Zivotinja. Cilj je da se
ovakvi sistemi unaprede, tj. da se okruzenje u celijskoj
kulturi sasvim priblizi uslovima koji vladaju u Zivim,
in vivo sistemima (19). Nedavno je razvijen 3D sistem
kulture celija, zasnovan na trofoblastima placente, koji
bi mogao da se koristi za ispitivanje interakcija izmedu
placente i T. gondii, tj. da oponasa uslove koji vladaju u
ljudskom organizmu u sklopu nastanka KT (53). Poslednju
deceniju obelezio je uspon naprednih in silico modela,
koji su bazirani na preciznim rac¢unarskim metodama
modelovanja i simulacije eksperimentalnih uslova, te
imaju potencijal da prevazidu aktuelne in vitro i in vivo
eksperimentalne koncepte (54). Medutim, s obzirom na
to da su ovakvi modeli jo§ uvek nedovoljno istrazeni i da
do sada nije uspostavljen model koji bi mogao da bude
pandan in vivo modelima RT, i dalje postoji potreba za
kori$¢enjem laboratorijskih Zivotinja u ispitivanjima ove
globalno rasprostranjene zoonoze. U kontekstu $to vernije
imitacije klinickog toka infekcije kod transplantiranih
pacijenata, interesantno je spomenuti i nedavno objavljeno
istrazivanje u kojem je miSevima uradena transplantacija
mati¢nih Celija hematopoeze inficiranih T. gondii kako bi
se empirijski utvrdila stopa prenosenja infekcije putem
inficiranog transplantata (55). Upravo bi kombinacija
transplantacije i optimizovane jatrogene imunosupresije u
in vivo uslovima mogla da bude temelj za nove i modernije
modele RT.

Zakljuc¢ak

Bez obzira na visedecenijsku primenu eksperimen-
talnih modela toksoplazmoze u ispitivanju potencijalnih
hemioterapeutika, za sada se leCenje toksoplazmoze i dalje
svodi na nekoliko terapijskih opcija, povezanih sa ozbilj-
nim neZeljenim efektima, katkad i rezistencijom. Iako se
razvojem tehnologije poslednjih godina sve vise tezi uspo-
stavljanju modela koji bi simulirali uslove u Zivom orga-
nizmu, kao $to su pomenuti in vitro i in silico modeli, za
sada su in vivo eksperimenti i dalje nezaobilazan korak ka
klinickim studijama, tj. registraciji novih lekova. S obzi-
rom na navedeno, usavr$avanje in vivo eksperimentalnih
modela, sa akcentom na modelima RT, omogucilo bi da se
u buduc¢nosti izdvoje lekovi koji bi bili prilagodeni terapiji
RT kod rastuce populacije imunosuprimiranih pacijenata.
Prosirenje spektra lekova, kao i pronalazenje onih koji efi-
kasno deluju i na ciste, omogucilo bi individualno prila-
godavanje terapije, te potencijalno i potpunu eradikaciju
parazita iz organizma domacina.

Lista skracenica

KT - kongenitalna toksoplazmoza

HIV - engl. Human immunodeficiency virus

RT - reaktivirana toksoplazmoza

HSCT - engl. Hematopoietic stem cell transplantation
SCID - engl. Severe combined immunodeficiency

TE - toksoplazmatski encephalitis

GVHD - engl. Graft versus host disease
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