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POPIS KRATICA

TP53 - tumor supresorski gen 53 ili p53

OS - osteosarkom

RTG - rendgen

UZV - ultrazvuk

DLG2 - veliki homolog diskova 2

ATRX - transkripcijski regulator ATRX

RBI - gen retinoblastoma 1

MDM?2 - mi§ja dvostruka minuta 2 homolog ili protein E3 ubikvitin ligaza
SETD2 — histon lizin metiltransferaza

CT — kompjuterizirana tomografija

ALT - alkalna fosfataza
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1. UVOD

Osteosarkomi (OS) su maligni tumori kod kojih tumorske stanice stvaraju kost, osteoid
ili pak oboje (OLSON i sur., 2022). To je najucestalija maligna primarna neoplazija
apendikularnog skeleta u pasa i macaka (CRAIG i sur., 2016.). OS u pasa ¢ini 80 % primarnih
kostanih neoplazija. Rije€ je o izrazito progresivnom tumoru koji moze metastazirati vrlo rano
u pluéno tkivo 1 posljedi¢no dovesti do uginuca zivotinje. Vecina OS nastaje unutar kosti,
posebno u metafizama dugih kostiju. Ove OS zbog svoje lokalizacije unutar kosti nazivamo
centralnim OS. Rjede, OS mogu nastati 1 u periostu gdje razlikujemo dva tipa tzv. perifernih
OS. Potrebno je napomenuti kako OS mogu biti klasificirani na razli¢ite nafine osim prema
ovoj klasifikaciji (OLSON i sur., 2022.). OS su po svojoj lokalizaciji, radioloSkom nalazu,
histolo§kom podtipu i potencijalu za metastaziranje jako heterogene neoplazije (TROST i sur.,
2012.). Iako podrijetlo tumora nije jo§ to¢no utvrdeno, smatra se da ovaj maligni tumor nastaje
iz mezenhimalnih mati¢nih stanica ili Cak osteocita. Ipak, mora postojati ili nastati potencijal
za proizvodnju osteoida, nemineralizirane organske komponente kostanog matriksa (OLSON i
sur., 2022.). Tocan uzrok nastanka OS nije u potpunosti poznat, no povezuje se sa mutacijama
gena 7P53 (tumor supresorski gen 53) koje se mogu otkriti u priblizno 40 % slucajeva
(THOMPSON 1 DITTMER, 2017.). OS se mogu povezati i1 s infarktima kostiju 1 starijim
frakturama (OLSON 1 sur, 2022.). Takoder, zabiljezene su 1 maligne transformcije iz

osteohondroma (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

Uobic¢ajeno se javlja u odraslih pasa velikih i gigantskih pasmina (OLSON i sur., 2022.).
Najcesca predilekcijska mjesta za nastanak OS su ona koja nose tezinu poput proksimalnog
humerusa, distalnog radijusa, bedrene kosti, distalne ulne 1 proksimalne tibije (OGILVIE,
2021.). Unato¢ tome mogu se pojaviti i u kraljeScima, rebrima, kostima glave ili bilo kojem
drugom dijelu skeletnog sustava. Jako rijetko nastaju u mekom tkivu ili visceralnim organima

(OLSON i sur., 2022)).

Nakon postavljene sumnje, dijagnoza se postavlja na temelju klinicke anamneze,
klinickog pregleda te slikovne dijagnostike koja najcesce ukljucuje rentgen (RTG) ili ultrazvuk
(UZV). Uz sve navedene, citopatoloska i histopatoloska pretraga su neophodne za potvrdu

dijagnoze, kao 1 za stupnjevanje tumora (TROST i sur., 2012.).

U ovom radu integrirana su dosadasnja istrazivanja i spoznaje o OS kod pasa. Cilj je
detaljno definirati OS, uzroke njegove pojave, naj¢es¢e pogodene skupine pasa te pruziti

detaljan pregled 1 klasifikaciju tumora prema histoloSkom tipu i1 lokalizaciji unutar kosti.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. UCESTALOST POJAVE OSTEOSARKOMA

OS je relativno rijedak kod domacih zivotinja, ali kod pasa ¢ini preko 80% svih malignih
tumora kostiju (CAVALCANTT 1 sur., 2004.). Iako to¢na ucestalost OS u pasa nije u potpunosti
poznata, zna se da se pojavljuju mnogo ¢es¢e nego OS kod ljudi. Incidencija pojavnosti ove
neoplazije u pasa je puno visa nego u drugih vrsta te u usporedbi sa ovjekom 10-50 puta visa.
Nacionalni registar tumora pasa ne postoji u SAD-u, dok je u Europi premlad da bi pruzio dobar
uvid u stvarnu ucestalost. Jedan od problema jest §to vecina sluCajeva OS nije potvrdena

histopatoloskom pretragom (MAKIELSKI 1 sur., 2019.).

2.2. PASMINSKA PREDISPOZICIJA, SPOL 1 DOB

Velike 1 gigantske pasmine pasa su gotovo iskljuCivo predisponirane za razvoj OS
(CAVALCANTI i sur., 2004.). Gigantske pasmine pasa imaju 60 puta vecu Sansu, dok velike
pasmine imaju 8 puta vecu Sansu za razvoj OS (OGILVIE, 2001.). Moze se pojaviti i u malih
pasmina pasa, ali puno rjede. Kod malih pasmina pasa se ponekad pojavi na aksijalnom skeletu
1 ve¢inom imaju puno bolju prognozu nego kod velikih 1 gigantskih pasa (OLSON i sur., 2022.).
OS cesce nastaje kod Cistokrvnih pasmina pasa s naglaskom na njemackog ovcara, boksera,
dobermana, njemacku dogu 1 irskog setera (CAVALCANTI 1 sur., 2004.). Prema jednom
britanskom istrazivanju najvedi rizik imaju rotvajleri 1 njemacke doge sa gotovo 10 puta ve¢om
mogu¢énoscu za razvoj OS u usporedbi s krizanim psima (EDMUNDS i sur., 2021.). Najcesce
se pojavljuje kod srednje starih i starijih pasa sa prosje¢nom starosti od 7 godina. Ipak, taj
raspon je dosta Sirok (CRAIG 1 sur., 2016). MAKIELSKI i sur. (2019.) u svom istrazivanju
dosli su do podatka da je najveca incidencija pojavnosti bila u starijih pasa, odnosno starijih
od 7 godina koji su ¢inili 80 % svih slucajeva. Od toga, 50 % OS je zahvatilo pse iznad 9 godina
starosti. Moze se uociti 1 pojavnost kod mladih zivotinja mladih od 3 godine (6-8 % slucajeva).
U jednom prijasnjem istrazivanju rezultati su pokazali da se OS Ces¢e pojavljuje kod muskih
pasa s iznimkom pasmine bernardinac kod koje su zenke bile ¢eS¢e pogodene. Ipak, u novijim
istrazivanjima se pokazalo da veca pojavnost OS ipak pripada zenkama sa 62 % udjela medu
istrazivanim psima (CAVALCANTI i sur., 2004.). OS na aksijalnom skeletu se ¢es¢e javljaju
kod zenskih pasa, naro€ito OS maksile 1 zdjelice (OGILVIE, 2001.).


https://www.scielo.br/j/bjvras/a/VXQdLhH43DvWQwtPY4vkYsK/

Osim navedenih, u mnogim istrazivanjima se ispitivala povezanost tjelesne tezine i
visine pasa 1 ljudi s u€estalo§¢u pojavnosti OS. Pokazalo se da veliki psi (25-45 kilograma) 1
gigantski (vise od 45 kilograma) imaju povecan rizik za razvoj ove neoplazije u usporedbi s
manjim psima (psi s manje od 10 kilograma) ( MAKIELSKI 1 sur., 2019.). Bitno je uociti
povezanost tezine psa s ucestaloS¢u pojavnosti ove neoplazije. Prema istrazivanju u kojem je
izmjerena tjelesna masa 12 zivotinja s dijagnozom OS, s tezinama raspona od 9 do 50

kilograma, prosjecna tezina je bila 29 kilograma (CAVALCANTTI 1 sur., 2004.).

Od ostalih predispozicija za ovu bolest, vazno je naglasiti povezanost kastracije sa
pojavnos¢éu OS. Kastrirane zivotinje imaju duplo vece Sanse za oboljenje od nekastriranih.
Zenske Zivotinje kastrirane prije napunjenih godinu dana starosti imaju i do 3 puta vecu Sansu
za razvoj] OS naspram intaktnih zenki. Muski kastrati kod kojih je kastracija izvedena prije
navrSene godine starosti imaju i do 4 puta viSu Sansu za razvoj od intaktnih muzjaka. Povezanost
izmedu kastracije 1 razvoja OS temelji se na prisutnosti gonadalnih hormona. Naime, $to je
zivotinja mlada prilikom kastracije, odnosno §to je izlozenost spolnim hormonima kraca, to je

vedi rizik za razvoj ove neoplazije (KOSTANIC, 2023.).

S druge strane, novija istrazivanja dovode pod upitnik ovu tezu. Istrazivanje provedeno
na pasmini zlatni retriver pokazalo je da spolni hormoni nemaju veliku poveznicu s razvojem
OS te da gubitak spolnih hormona ne povecava rizik od razvoja OS. Ipak, povecano opterecenje
na kost s kasnijim zatvaranjem fize kao posljedica gonadektomije teoretski moze dovesti do

povecanog rizika za razvoj ovog tumora (MAKIELSKI i sur., 2019.).

2.3. RAZVOJ OSTEOSARKOMA

Pravi uzroci nastanka OS jo§ uvijek nisu poznati (ARTUKOVIC i sur., 2002.). Smatra
se da je rizik od razvoja ovog tumora povecan kada postoji velika proliferacija osteoblasta.
Stoga ne Cudi Cinjenica da se OS najCesce razvija na ili blizu ploce rasta. Brzi rast kostiju dovodi
do prekomjerne remodelacije kosti 1 povecanih izmjena stanica. Upravo zbog tog razloga se
preporucuje ograni¢iti unos hrane u §tenaca gigantskih pasmina pasa kako bi sprijecili prebrzi

rast (MAKIELSKI i sur., 2019.).

Sve su veca zapazanja o ulozi molekularnih i genetskih ¢imbenika u razvoju ove bolesti.
Za sarkome u Covjeka se smatra da su povezani s abnormalnostima u genu za retinoblastom.

Uloga gena za supresiju tumora 753 je dokazana i u ljudi i u Zivotinja. Dolazi do mutacije i
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abnormalnosti samog gena (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.). Somatske mutacije toga gena
su dokazane u otprilike 60 % uzoraka tumora (MAKIELSKI i sur., 2019.). Taj gen, 7P53
kodira protein koji regulira stani¢nu proliferaciju, popravlja DNK 1 regulira apoptozu
(KIRPENSTEIIN 1 sur., 2008.). Osim abnormalnosti gena 7P53, u jednom istrazivanju
spomenute su 1 mutacije na nekim drugim genima: mutacije kao sto je DLG2 (veliki homolog
diskova 2), ATRX (transkripcijski regulator ATRX), RB1 (gen retinoblastomal) i MDM2
(mi§ja dvostruka minuta 2 homolog) (GARDNER i sur., 2019.). Gen SETD2 (histon lizin
metiltransferaza) se odavno povezuje s mnogo vrsta karcinoma, ali do sada ga se nije ¢vrsto
povezivalo s OS pasa. Poznato je ve¢ od prije da gen ima ulogu u nastanku OS ljudi

(SAKTHIKUMAR i sur., 2018).

Isto tako, zna se da OS moZe nastati i zbog infarciranja i fraktura kostiju (ARTUKOVIC
i sur., 2002.). U pasa, kao i u ljudi 1 macaka OS su povezani sa metalnim implantatima ili
protezama, prethodnim traumama i kroni¢nim upalama i infarktima kostiju. Osim §to sama
lokalna reakcija tijela na implantat moze biti predisponirajuci ¢imbenik, korozija implantata i
tvari koje se stvaraju korozijom utjeCu na lokalno tkivo, odgadaju cijeljenje kosti 1 smanjuju
vaskularizaciju te iste kostt (OLSON 1 sur., 2022.). Izolirana trauma tesko da ¢e dovesti do
predispozicije za razvo] OS. Klju¢ni faktor je kroni¢na iritacija (THOMPSON i1 DITTMER,
2017.).

Takoder pojava OS je prijavljena i kao posljedica rijetke i kasne komplikacije
radijacijske terapije u pasa i ljudi. Latencija pojave OS kod istrazivanih pasa koji su primili
radijacijsku terapiju varira od 1,7 do 5 godina (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.). U drugom
istrazivanju MAKIELSKI 1 sur. (2019.) promatrali su 119 pasa, njih 10 nakon provedenog
zraCenja razvija neoplazije na apendikularnim kostima, 1 to otprilike 4,6 godina nakon
provedenog zracenja. OS su prijavljivani i u nekoliko slu¢ajeva kao posljedica zracenja nakon
lijeGenja oralnih epulida (ARTUKOVIC i sur., 2002.). Poznato je i da se OS jednjaka javljaju
nakon infekcije Spirocerca lupi kod pasa (OLSON i sur., 2022)).



2.4. KLASIFIKACIJA OSTEOSARKOMA

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji OS je maligna primarna kostana neoplazija
sa stvaranjem osteoida od strane neoplasti¢nih stanica (SIMPSON i sur., 2017.). Prema mjestu
nastanka neoplazije na kostt mozemo ih podijeliti na centralne i povrSinske: periostalne i
paraostalne (ARTUKOVIC i sur., 2002.). Prema njihovoj lokaciji na tijelu razlikujemo
apendikularne, aksijalne 1 ekstraskeletne OS (SZEWCZYK i sur., 2015.).

Vise je nacina klasifikacije OS. Mogu biti klasificirani i kao jednostavni kod kojih je
kost oblikovana u kolagenskom matriksu, slozeni kada su prisutni i kost 1 hrskavica te plemorfni

koji su anaplasti¢ni sa malim otocima osteoida.

Takoder mozemo ih klasificirati po tipu 1 aktivnosti stanica pa razlikujemo

osteoblasti¢ne, hondroblasti¢ne i fibroblasti¢ne podtipove tumora (OLSON i sur., 2022.).

Po novijim podjelama, OS u pasa je podijeljen u 6 histoloskih podtipova: osteoblasti¢ni,
hondroblasti¢ni, fibroblasti¢ni, teleangiektaticki, osteosarkom divovskih stanica i1 slabo
diferencirani osteosarkom (NAGAMINE 1 sur., 2015.). Osim ovih 6 podtipova, opisani su i
manje Cesti podtipovi kao Sto su miksoidni, okruglo stani¢ni 1 epiteloidni podtip. U pasa su

zabiljezeni epiteloidni osteosarkomi na kostima lubanje (JENKINS i sur., 2018.).

Prema radioloSkom izgledu razlikujemo liti¢ni, skleroti¢ni i mijeSani oblik (OLSON i
sur., 2022.). Makroskopski, uzorci koji su dominantno liti¢ki su meke konzistencije s uo€ljivim
podru¢jima krvarenja i nekroza. Produktivni ili skleroti¢ni odlikuje masa ¢vrste konzistencije

razli€itih nijansi sive boje. Mjesoviti su kombinacija obje varijante (SIMPSON i sur., 2017.).

Postoji 1 podjela prema stupnju tumora koja se bazira na mikroskopskom nalazu koji
ukljuCuje stani¢ni pleomorfizam, broj mitoza u tumorskom tkivu i stupanj nekroza. Vecina
ljudskih i pse¢ih OS su tumori visokog stupnja (SIMPSON i sur., 2017.). Stupnjevanje tumora
zapravo predstavlja njegovu biolosku agresivnost sto moze posluziti za postavljanje toCnije

prognoze 1 terapije (LOUKOPOULOS i ROBINSON , 2007.).



2.5. KLASIFIKACIJA PREMA MJESTU NASTANKA NEOPLAZIJE NA KOSTI

U veterinarskoj medicini OS su podijeljeni u tri kategorije ovisno o primarnoj
lokalizaciji tumora. Razlikujemo sredisnji, parostalni 1 periostalni OS (LEONARDI i sur.,

2021.).

Svi podtipovi imaju losu prognozu. U ranoj fazi bolesti mogu se javiti metastaze na
plu¢ima. Pluéne metastaze su pronadene u otprilike 10 % pasa s apendikularnim 1 aksijalnim
OS u vrijeme postavljanja inicijalne dijagnoze. Nije iskljuceno da je postotak zapravo i puno
ve€i. Vrijeme prezivljavanja pasa s apendikularnim OS koji nisi lijeceni ili su bili podvrgnuti
amputaciji uda je otprilike od 14 do 19 tjedana. OS hematogenim putem $iri svoje metastaze i
u druge organe poput limfnih ¢vorova, mozga 1 ostatka kostura (THOMPSON i1 DITTMER,
2017.).

Prilikom dijagnostike, uobicajeno je da je histoloska pretraga pouzdanija od citoloske.

(LEONARDI i sur., 2021.).

2.5.1. SREDISNJI OSTEOSARKOM

Vecina OS nastaje unutar kosti, posebice u metafiznoj regiji 1 nazivamo ih centralnim
ili sredisnjim OS (GOLD i sur., 2019.). U slu¢aju OS pasa, sredi$nji OS imaju najvisi stupanj
malignosti s poprilicno Cestim 1 brzim metastaziranjem u tkivo plu¢a (LEONARDI 1 sur,,

2021.).

OS koji nastaju unutar kosti su mnogo ¢eS¢i 1 maligniji nego oni periostalnog ili

parostalnog podrijetla (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

Takoder, sredi§nji OS imaju visu incidenciju pojavnosti od perifernith OS.
(HOENERHOFF i sur., 2004.). To podupire Cinjenica da se 1 u veterinarskoj i humanoj medicini
najcesce u literaturi sredisnji OS opisuju bez epiteta sredisnji. Ovi OS izrazito variraju u
makroskopskom i slikovnom nalazu. Ipak, karakterizira ih razli¢it stupanj destrukcije kostiju,
formacije reaktivne kosti od strane endosta ili periosta te produkcije tumorske kosti. Neki oblici
su izrazito liticki, neki su produktivni dok pojedini pokazuju i destruktivne 1 proliferativne

elemente (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).



Izgled sredisnjih OS se podosta razlikuje ovisno o ponasanju neoplasti¢nih stanica 1
matriksu kojeg one proizvode (CRAIG i sur., 2016.). Sredi$nji ili intraosealni OS su sivo bijele
boje 1 imaju razliCite koli¢ine mineralizirane kosti. Mogu se uociti velika podruja gdje je
nastupio infarkt oko kojeg se stvorila zona krvarenja te nepravilna i nasumi¢no raspodijeljena
podrugja krvarenja. Tumorsko tkivo lokalno ispunjava medularnu Supljinu, Siri se proksimalno
i distalno, ali ne zahvaca zglobni prostor. Korteks kosti je unisten, tumorske stanice prodiru
kroz periost 1 imaju mogucnost Sirenja prema van u obliku nepravilne mase reznjevite grade.
Prilikom oStecenja periosta dolazi do stvaranja velike koli¢ine reaktivne periostalne kosti.
Mikroskopski je mozemo razlikovati od tumorske po pravilno rasporedenim trabekulama
pozicioniranim okomito na duzu os kortikalne kosti te diferenciranim osteoblastima koji je
oblazu. Jasno je i da neoplasticni osteoblasti proizvode razlicite koli¢ine osteoida. To stvaranje
osteoida od strane neoplasti¢nih stanica moze biti u malim koli¢inama kao §to je slu¢aj kod
anaplasti¢nog ili fibroblasticnog OS do obilnih i raSirenih nakupina osteoida (OLSON 1 sur.,

2022.).

Pri dijagnostici centralnih OS Cesto postoji mogucnost dijagnoze prilikom citoloske
pretrage aspiracijom tankom iglom (engl. fine needle aspiration) ili iz samog otiska
napravljenog od uzorka uzetog prilikom biopsije tkiva (CRAIG 1 sur., 2016.). Bez obzira §to
neki podtipovi OS imaju karakteristican makroskopski izgled, potvrda dijagnoze 1 klasifikacija

OS mora se potvrditi mikroskopskim nalazom (OLSON i sur., 2022.).

2.5.2. PERIOSTALNI OSTEOSARKOM

U pasa su poznate dvije vrste perifernog OS. Oni nastaju na periostu kostiju. Prvi se
naziva periostalni OS. Opisane su dvije vrste periostalnog OS u pasa. Prvi oblik je zapravo vrlo
agresivan tumor s identi¢nim histoloskim znacajkama i bioloskim ponasanjem poput centralnog
OS. Drugi tip vise nalikuje na ovaj tumor kod ljudi, ali ipak je broj opisanih slu¢ajeva prenizak

da bi se odredila incidencija (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

Tumor nastaje iz nediferenciranith mezenhimalnih stanica osteogenog sloja periosta
(GOLD i sur., 2018.). Ovaj podtip OS u pasa javlja se rijetko (NORONHA i sur., 2018.). Cini
manje od 2 % svih OS (BOVEE 1 ANDREA , 2015)).



Po starijim opisima glavna lezija periostalnog OS je povrsSinska bez znakova prodiranja

u medularnu Supljinu (NORONHA 1 sur., 2018.).

Danas je poznato da periostalne OS karakterizira agresivno ponaSanje. Oni se mogu
prosiriti, odnosno u¢i u medularnu Supljinu kosti s periferije. Dolazi do razaranja, tocnije lize
kosti 1 posljedi€nog reaktivnog stvaranja nove kosti uz proizvodnju same neoplasti¢ne kosti.
Zbog toga je Cesto jako tesko saznati je li OS nastao iz srediSta, odnosno medularne Supljine ili

seze iz periosta (OLSON i sur., 2022)).

U pasa, kao 1 u drugih domacih zivotinja imamo malo zabiljezenih slucajeva
periostalnog OS te zbog toga nemamo pouzdanije podatke. Ipak, poznato je da je histoloski
najces¢i podtip hondroblasticni OS (CRAIG 1 sur., 2016.). Ova neoplazma zapravo stvara
hrskavicu i kost na povr§ini kosti. Ovaj tip OS nalazimo pretezno u dijafizi ili dijafizi/metafizi.
Ove lezije su ve¢inom radiolucentne, iako se mogu naci podrucja minerealizacije unutar mekog
tkiva. U odnosu na donji korteks kosti, spikule reaktivne kosti su postavljene okomito. Korteks
kosti moze biti zari$no erodiran ili Cak zadebljan. Makroskopski se moze uociti svjetlucavi plavi
hrskavi¢ni matriks koji okostava u bazi tumora. Uobi¢ajeno, vanjski rub ¢ini dobro ograni¢ena
pseudokapsula. Histoloski mozemo uociti atipi¢nu hrskavicu koja je odvojena vretenastim
malignim tumorskim stanicama. Formiranje reaktivne periostalne kosti koja se proteze kao
spikule od baze tumora do njegovog vanjskog ruba moze se naci izmedu reznjeva tumora, ali
moze biti 1 uni§tena zbog rasta samog tumora. Moze se uociti i sekundarna enhondralna
osifikacija. Razumljivo je da je teSko razlikovati periostealni OS od periostalnog
hondrosarkoma koji definitivno ima bolju prognozu. Kod periostalnog hondrosarkoma mozemo
uociti hrskavicu koja je obicno reznjevita i dobro diferencirana te nema stvaranja osteoida

(BOVEE i ANDREA, 2015.).

Tumor ima izgled ,,sun€anog praska“ zbog koStanih trabekula koje se protezu od

kortikalne povrsine u okolna meka tkiva (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

To¢na dijagnoza zahtjeva klinicki pregled, radiografske snimke i1 histoloSku pretragu.

(NORONHA 1 sur., 2018)).



2.5.3. PAROSTALNI (JUSTAKORTIKALNI)

Parostealni OS je rijedak oblik koji naj¢esce nastaje iz povrsine dugih kostiju (GOLD i
sur., 2018.). Isto kao 1 periostalni, parostealni OS nastaje iz povrsine kosti, medutim u slucaju
parostealnog OS iz fibroznog sloja periosteuma. Ova neoplazma se nerijetko naziva i
justakortikalni OS. Opisan je kod pasa i macaka 1 nekih drugih domacih Zivotinja poput konja,
svinjai krava. Ve¢inom se opisuje kao ¢vrsta masa koja se polako $iri po povrsini kosti (CRAIG

isur., 2016.).

Jedan izvjesStaj o komparativnoj patologiji tumora kostiju ukljucio je 31 Zzivotinjski
tumor kostiju koji odgovara ovome tipu. Zabiljezeno je 14 slucajeva kod pasa u dobi od 6
mjeseci do 13 godina, sa prosje¢nom dobi od 7 godina. Psi su uglavnom bili velikih i1 divovskih
pasmina, s otprilike dvostruko viSe muzjaka nego zenki. Jedanaest slucajeva bilo je u macaka
u rasponu od 1 do 13 godina, s prosjekom od 7 godina. Bila su tri parostalna OS dijagnosticirana
kod konja 1 po jedan kod svinje 1 krave. U Zzivotinja su zabiljeZene razlicite lokalizacije, od
razli¢itih kostiju ekstremiteta do kostiju lubanje. Makroskopski su to Cvrste mase glatke
povrsine koje rastu iz korteksa prema van. Masa Cvrste konzistencije se Siri po povrsini kostiju

(THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

Uobic¢ajeno su dobro diferencirani i sadrze nepravilno rasporedene kosStane trabekule
unutar neoplastine strome vretenastih stanica. Pleomorfizam nije izrazen 1 uoava se niski
mitoticki kao 1 metastatski potencijal. Ipak, ako neoplazija uznapreduje, ne iznenaduje ukoliko
se transformira u puno agresivniju varijantu. Tada su stanice atipi¢ne i pleomorfne. Moze do¢i
do proS$irenja u korteks 1 medularnu Supljinu te metastaza (GOLD i sur., 2018.). Probijanje u
medularnu Supljinu se ponekad moze dogoditi kod uznapredovanog stadija ovog tumora. Kod
periostalnog OS dolazi do rane kortikalne destrukcije sto nije slucaj kod parostalnog. Klasi¢an
izgled mase koji mozemo uociti rendgenskom pretragom je reznjevita, egzofitna masa uz kost
koja gusto okostava (THOMPSON i DITTMER 2017.). Na nekim tumorima moze postojati 1
hrskavi¢na kapica kao i kod osteohondroma. Razlikovanje od reaktivne kosti moze biti

problemati¢no (CRAIG i sur., 2016.).

Takoder je moguce da su barem neki od tumora dijagnosticirani kao parostealni OS u
zivotinja zapravo pogresne dijagnoze osteohondroze. Ovaj oblik tumora nije Cesto opisivan u
zivotinja §to zahtjeva dodatna proucavanja istog 1 usporedbu s humanom varijantom
parostealnog OS koji je najces¢i povrsinski OS 1 razlikuje se od sredisnjeg i1 intramedularnog

OS po duzem klini¢kom tijeku i ve¢em prezivljavanju. Klinicki tijek je 1 kod pasa dulji nego
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kod dijagnoze sredisSnjeg OS. Na pocetku zivotinja ne reagira bolno medutim kasnije dolazi do
poremecaja funkcije, a tumorska masa moze dovesti do kompresije susjednog tkiva

(THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

Cinjenica da parostealni OS imaju povoljniju prognozu za pacijenta, naglasava vaznost
njegovog razlikovanja od periostalnog oblika (OLSON 1 sur.,, 2022.). Zbog svoje dobre

diferenciranosti sporije raste te samim time ima bolju prognozu (ARTUKOVIC i sur., 2002.).

Metastaze u plu¢ima se javljaju kasno, ako se uopc¢e i jave. Ta pojava moze biti
povezana sa diferencijacijom samog tumora u maligniju formu (CRAIG i sur., 2016.). Osim §to
parostealni OS sporije raste, ujedno je 1 manje sklon udaljenim metastazama te zbog toga ima
bolje prognoze. Usporedujuc¢i s humanom literaturom, vidljivo je da ljudi s parostealnim OS
imaju 80 % petogodi$njeg prezivljavanja u usporedbi sa 15 % kod periostalnih OS (GOLD i
sur., 2018.).
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2.6. HISTOLOSKI PODTIPOVI

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji OS smo podijelili u 6 histoloskih podtipova:
osteoblasti¢ni, hondroblasti¢ni, fibroblasti¢ni, teleangiektaticki, osteosarkom divovskih stanica
i slabo diferencirani osteosarkom (NAGAMINE i sur., 2015.). Vazno je naglasiti da su OS
toliko heterogeni da ponekad diferencijacija unutar jednog jedinog tumora moze biti vrlo teska

(OLSON i sur., 2022)).

Klasifikacija se vr$i prema prevladavaju¢em histoloSkom uzorku reprezentativnog
dijela pojedinog tumora. Taj se nacin klasifikacija preuzeo iz humane medicine 1 sada je
uspjesno prihvacen od strane veterinarskih patologa. Ako se dogodi da niti jedan uzorak nije
izrazitije prevladavajuci, smatra se da je najbolje tumor opisati kao kombinirani tip. Ipak,
ukoliko se prilikom uzorkovanja uzme premali uzorak, preporucljivo je utvrditi je li tumor OS
prije nego §to se krene u subklasifikaciju (CRAIG 1 sur., 2016.). Zbog toga se ne preporuca
postavljati dijagnozu samo na temelju malog uzorka biopsije (OLSON 1 sur., 2022)). Ta
subklasifikacija nam omogucuje da povezemo podtip neoplazije sa prognozom i uspjesnoscu
terapije (CRAIG i sur., 2016.). Ipak, bez obzira na podtip, tretman 1 prognoza su otprilike
jednaki. Jedina iznimka je OS malih stanica koji ima nepovoljniju prognozu (BOVEE i

ANDREA, 2015.).

2.6.1. OSTEOBLASTICNI OSTEOSARKOM

Osteoblasti¢ni OS je najdominatniji podtip OS (CAVALCANTI i sur., 2004.). Ovaj
podtip tumora formiran je od atipi¢nih osteoblasta i vretenastih osteogenetskih prekursorskih
stanica. U bazofilnoj citoplazmi nalazimo ekscentricno polozene hiperkromatske jezgre
(THOMPSON i1 DITTMER, 2017.). Uz jezgru se moze uociti 1 blijedo Golgijevo tjeleSce
(CRAIG i sur., 2016.). Takoder, dolazi do formacije nezrelih koStanih trabekula (NAGAMINE
isur., 2015)).

Prema koli¢ini koStanog matriksa proizvedenog od strane ovog tumora dijelimo ih na
neproduktivne, umjereno produktivne i produktivne OS. Osteoid moze biti jako teSko vidljiv,
moze biti u obliku Cipkastih niti pa sve do velikih nepravilnih nakupina, odnosno otoka.

Umjereno produktivni osteoblasti¢ni podtip je ujedno 1 najces¢i podtip (CRAIG 1 sur., 2016.).
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Osteoida ima vise u produktivnom 1 umjereno produktivnom podtipu osteoblasticnog
OS. Ponekada je produktivni podtip izrazito sklerotian te proizvedeni tumorski osteoid moze
ispuniti srz izmedu prije postoje¢ih kostanih trabekula (Slika 1) (THOMPSON i DITTMER,
2017.).

Radioloski nalazimo mjeSoviti uzorak destrukcije i produkcije nove kosti. U nekim
slu¢ajevima kada se oblikuje velika koli¢ina tumorske kosti, gotovo je nemoguce razlikovati

tumorsku kost od reaktivne kosti (CRAIG i sur., 2016.).

U jednom istrazivanju je navedeno da su Cisti osteoblasti¢ni OS manji veli¢inom nego

histoloski kombinirani tipovi OS (MISDORP i HART, 1979.).

Slika 1. Produktivni osteoblasti¢ni osteosarkom. Izvor: (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.)

2.6.2. HONDROBLASTICNI OSTEOSARKOM

Maligne mezenhimalne stanice u ovom podtipu tumora proizvode i1 osteoidne i
hondroidne stanice. U vedini primjeraka mozemo uociti kombinaciju neoplasti¢ne kosti 1
hrskavice. U nekim podrucjima istog tumora mozemo uociti nejednake koli¢ine kosti i hrkavice,
odnosno jedno od to dvoje moze dominirati (THOMPSON 1 DITTMER , 2017.). Te dvije
komponente unutar tumora su u vecini slucajeva izmijeSane, medutim moze se dogoditi da su

odvojene (CRAIG i sur., 2016.).
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U slucaju da je uzorak biopsije uzet iz dijela u kojem prevladava hrskavica, dijagnoza
bi mogla biti sasvim razlicita, odnosno i§la bi u smjeru hondrosarkoma. Lokalizacija neoplazije
1 radioloska pretraga, kojom se uoCava agresivan rast ovog tumora moze pomoc¢i u

diferencijaciji ovog podtipa (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).

GUIM i sur., (2020.) u istrazivanju provedenom od 2008. do 2018. godine na 153 pasa
dosli su do zakljucka da je drugi najucestaliji histoloski podtip OS bio hondroblasti¢ni tip.

U prikazu slu¢aja ZAGHLOUL 1 sur. (2017.) detaljno su opisali hondroblasti¢ni OS na
bedrenoj kosti u njemackog ovcara. Histoloski, neoplastiCne stanice prozimaju stromu, §
izraZzenim su stani¢nim pleomorfizmom, hiperkromati¢nim jezgrama i visokim brojem mitoza.
Uz fokalna osteoidna podrucja prisutna je hondroblasti¢na diferencijacija. Hondroblasti¢ne
stanice su umjereno pleomorfne poligonalne stanice sa vakuoliziranom citoplazmom,

vezikularnim jezgrama i velikim jezgricama.

Ovaj podtip OS ima izraziti metastatski potencijal. Metastaze se mogu na¢i na drugim

kostima 1 organima, ali najcesc¢e u plu¢éima (NEJAD i1 sur., 2019.).
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Slika 2. Mogu se uociti hondroblasti okruzeni hrskaviénim matriksom 1 neoplasti¢ne stanice

vretenastog oblika uz osteoidni matriks. Izvor: (NEJAD i sur., 2019.)
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2.6.3. FIBROBLASTICNI OSTEOSARKOM

Ovaj histoloski podtip tumora uglavnom pocinje sa razaranjem kostiju, ali otprilike pola
njih napreduje do stadija kada neoplastiCne vretenaste stanice poboljSaju svoju sposobnost
stvaranja mineraliziranog matriksa. Te vretenaste stanice mogu nalikovati vretenastim
stanicama fibrosarkoma. Na pocetku, u ranim lezijama spikule kosti su rijetke. U takvim
sluCajevima ispravna dijagnoza fibroblasticnog OS se moze zamijeniti dijagnozom
fibrosarkoma. Te vretenaste stanice mogu nalikovati vretenastim stanicama fibrosarkoma. Zbog

toga je bitno razlikovati koleganski matriks od osteoida (CRAIG 1 sur., 2016.).

Ako je ipak rije¢ o starijim, odnosno uznapredovanim lezijama, one mogu sadrzavati
velike koli¢ine osteoida koji je proizveden od strane neoplasti¢nih vretenastih stanica.
Radioloska pretraga ¢e nam pruziti uvid u koli€inu i stupanj mineralizacije. Iako je ponekad
teSko razlikovati tipove 1 podtipove, patolozi moraju razluciti radi li se o osteoidu ili kolagenu
kako bi mogli zaklju¢no donijeti dijagnozu fibroblasticnog OS (THOMPSON 1 DITTMER,
2017.).

Opisan je fibroblasti¢ni podtip OS distalnog kraja desnog femura s epiteloidnom i
skivamoznom diferencijacijom kod 9 godina stare kastrirane Zenke hrta. Patoanatomskom
pretragom uocena je bijela Cvrsta masa koja je prozela distalnu srz i kortikalno podrucje
metafize i epifize femura. Histoloski su uoCene pomijesane vretenaste stanice sa nepravilnim
mineraliziranim 1 nemineraliziranim matriksom koji je okruzen neoplasti¢nim osteoblastima 1
imaju eozinofilnu citoplazmu nejasnih obrisa 1 jezgru ispunjenu gustim kromatinom i 1-4
jezgrice. Eozinofilna citoplazma osteoblasta ima jasne rubove i okruglu jezgru u kojoj nalazimo
toCkasti kromatin 1 1-2 jezgrice. U ovom opisanom slu¢aju uocava se i podru¢je skvamozne

diferencijacije (JENKINS 1 sur., 2018.).

Prognoza za fibroblasti¢ni podtip je puno bolja nego za ostale podtipove OS pasa.

(NEJAD i sur., 2019.),
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Slika 3. Fibroblasti¢ni osteosarkom. Izvor: (JENKINS i sur., 2018.)
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2.6.4. TELEANGIEKTATICKI OSTEOSARKOM

TeleangiektatiCki OS ¢ini 2-12 % od ukupnog broja OS (COLOMINA 1 sur., 2013.).
Ovaj podtip je rijedak 1 u pasa i u ljudi. U starijoj literaturi se naziva "maligna kostana

aneurizma". Maligni osteoblasti proizvode male koli¢ine osteoida (GLEISER 1 sur., 1981.).

Psi oboljeli od telenagiektatickog OS skloniji su nastanku patoloskih fraktura od pasa
sa dijagnozama ostalih podtipova (COLOMINA i sur., 2013.).

Naj¢eS¢e mjesto nastanka ovog podtipa je distalni femur (SENNAZLI i sur., 2013.).
Najce§ca mjesta nastanka su zapravo podrucja najbrzeg rasta kostiju. Nakon femura najcesce

se javlja na humerusu i tibiji (LIU i sur., 2013).

Unistenje lokalnih struktura unutar kosti, zajedno s prodiranjem u koStanu srz i
Haversove prostore karakteristicno je obiljezje teleangiektatickih OS (THOMPSON i
DITTMER, 2017.).

U jednom ispitivanju provedenom na rotvajleru s teleangiektati¢nim tipom OS na
femuru prednje desne noge, makroskopkim pregledom, nakon amputacije, pronadene su
cisticne formacije kosti sa izrazenom kortikalnom destrukcijom. HistoloSkom pretragom
pronadene su velike ciste debelih stjenki ispunjene krvlju. Pregrade izmedu njih formirane su
od malignih stanica okruzenih nezrelim osteoidom. Tumorske stanice su poligonalne 1
karakteriziraju ih jasne granice. Jezgre su ovalne do okrugle sa toCkastim kromatinom, a
citoplazma je eozinofilna. U nekim stanicama vidljiva je jezgrica. Anizocitoza 1 anizokarioza
su izrazene. Tumorske stanice su Cesto odvojene eozinfilnim osteoidom u podru¢ju

mineralizacije (SENNAZLI i sur., 2013.).

Ovaj podtip sadrzava cistiCne lezije ispunjene krvlju pa ga razudbom ne mozemo
razlikovati od hemangiosarkoma i aneurizmatske kostane ciste. Histoloski se moze razlikovati
od hemangiosarkoma zbog nazo¢nosti osteoida izmedu pleomorfnih malignih stanica. Te ciste
ispunjene krvlju nisu obloZzene endotelom ve¢ tumorskim stanicama koje su
imunohistokemijski negativne na faktor 8. Prisutan je pleomorfizam 1 velik broj mitoza, ¢ime

se razlikuje od aneurizmi¢nih kostanih cista (CRAIG i sur., 2016.).

Izrazito je agresivan podtip OS 1 lako metastazira (SENNAZLI 1 sur., 2013.). Metastaze
nalikuju primarnom tumoru, odnosno takoder imaju ciste ispunjene krvlju. Za ovaj podtip se

smatra da je jedna od najnepovoljnijih dijagnoza kod pasa (CRAIG 1 sur., 2016.).

16



Slika 4. Teleangiektaticki osteosarkom. Maligne mezenhimalne stanice formiraju osteoid 1

ljine ispunjene krvlju. Izvor: (CRAIG i sur., 2016.)

Sup

v

17



2.6.5. OSTEOSARKOM BOGAT DIVOVSKIM STANICAMA

Prema jednoj studiji, uz fibroblasti¢ni tip OS, OS bogat divovskim stanicama je
najagresivnija stani¢na linija OS-a ( WILSON-ROBLES i sur., 2019.). Ovaj podtip je jako
rijedak i u veterinarskoj i u humanoj medicini (ORYAN 1 sur., 2015.).

Biopsijom uzorka uzetog sa SestogodiSnjeg Skotskog jelenskog hrta pronadena su
gnijezda divovskih stanica s viSe jezgara te hemoragi¢na podru¢ja. Izmedu tih gnijezda
uocavaju se mali snopovi pleomorfnih stanica (ORYAN 1 sur., 2015.). UoCavaju se atipicne
mitoze (DITTMER i1 PEMBERTON, 2021.). Visejezgrene divovske stanice nalikuju na
osteoklaste koji se nalaze u vaskulariziranoj mrezi poligonalnih ili ponekad vretenastih stanica

strome (FATTAHIAN i sur., 2008.).

Ponekad u tumoru s velikim brojem divovskih stanica maligni osteoblasti mogu biti
skriveni, §to moze rezultirati neadekvatnom dijagnozom ovog podtipa tumora (THOMPSON 1

DITTMER, 2017.).

Razlikovanje OS bogatog divovskim stanicama od tumora divovskih stanica moze biti
problemati¢no, osobito ako se u uzorku biopsije uoCava malo osteoida ili ga uopée nema.
Mikroskopski, glavna razlika pomocu koje ¢emo diferencirati ova dva tumora je prisutnost ili
minimalna prisutnost osteoida. Ako tumor sadrzava osteoid, rije¢ je o OS bogatom divovskim
stranicama. Ipak, ponekad se u tumoru divovskih stanica moze uociti prisutnost spikula
reaktivne kosti §to se ne smije okarakterizirati kao tumorsku kost. Poznato je iz humane
literature da je vecina tumora divovskih stanica benigna, stope mitoza su visoke, a
fibroblasti¢ne 1 mononuklaerne stanice ne pokazuju znakove pleomorfizma. Ipak, u slucaju OS
bogatog divovskim stanicama, uo¢avaju se atipicne mitoze 1 drugi pokazatelji malignosti. U OS
bogatom divovskim stanicama tumorska kost moze biti uocljiva radioloski. To nije slu€aj kod
tumora divovskih stanica gdje tumorska kost nije vidljiva ¢ak ni CT-om (kompjuterizirana
tomografija). U slucaju OS rijetko dolazi do invadiranja tumora kroz zglob, dok je tumor
divovskih stanica nerijetko smjeSten na epifizi s prodorom kroz zglobnu hrskavicu 1 daljnjim
Sirenjem u zglob (DITTMER 1 PEMBERTON, 2021.). Citoloskom pretragom preparata,
maligne stanice su pozitivne na ALP (alkalna fosfataza) Sto podrzava dijagnozu OS. Novija
istrazivanja su pokazala da neoplasti¢ne stanice unutar tumora divovskih stanica takoder mogu
biti pozivno obojene na ALP, ali ipak ne pokazuju toliki stupanj atipije kao one unutar OS

(THOMPSON 1 DITTMER, 2017.).
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Takoder, ovaj podtip OS nalikuje 1 na neproduktivni osteoblasti¢ni OS. Razlika je §to
OS bogat divovskim stanicama ima podrucja u kojima su uocljive tumorske divovske stanice

(CRAIG i sur., 2016.).

Slika 5. Osteosarkom bogat divovskim stanicama. Izvor: (THOMPSON 1 DITTMER, 2017.)

2.6.6. SLABO DIFERENCIRANI OSTEOSARKOMI

Ovi tumori su poznati kao jako agresivni, stvaraju liticke lezije i povezuje ih se sa
patolo$kim frakturama. Unutar tumora mozemo naci stanice u rasponu od malih stanica nalik
stromi kostane srzi do velikih pleomorfnih stanica (CRAIG 1 sur., 2016.). Male stanice izgledaju
poput retikularnih stanica koStane srzi. Pleomorfne tumorske stanice imaju veliku atipicnu
jezgru s produkcijom male koli¢ine osteoida (NAGAMINE 1 sur., 2015.). Te anaplasti¢ne
mezenhimalne stanice proizvode barem male koli¢ine osteoida unutar slabo diferenciranog OS

(THOMPSON i DITTMER,2017.).

U jednom istrazivanju prema GUIM 1 sur. (2020.) dokazano je da slabo diferencirani

OS Cine jako mali postotak od 4,6 % ukupnog broja uzoraka OS.
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3. ZAKLJUCCI

f—

. Osteosarkomi su maligni tumori kod kojih maligne stanica stvaraju kost, osteoid ili oboje.

\®]

. Osteosarkom je najucestalija maligna primarna neoplazija apendikularnog skeleta u pasa.

3. Toc¢ni uzroci nastanka osteosarkoma jo§ uvijek nisu u postpunosti poznati.

I

. Najcesce se javlja u odraslih pasa velikih 1 gigantskih pasmina.

5. Osteosarkom Ce§ce nastaje kod Cistokrvnih pasmina pasa s naglaskom na njemackog ovcara,

boksera,dobermana, njemacku dogu 1 irskog setera.
6. Najcesce se pojavljuje kod srednje starih 1 starijih pasa sa prosjeCnom starosti od 7 godina.

7. Najcesca predilekcijska mjesta za nastanak OS su proksimalni humerus, distalni radijus,

bedrena kost, distalna ulna 1 proksimalna tibija.

8. Postoji mnogo nacina klasifikacije osteosarkoma. Najpopularnija je klasifikacija prema tipu
i aktivnosti stanica pa razlikujemo osteoblasticne, hondroblasti¢ne, fibroblasti¢ne,

teleangiektaticke, osteosarkome divovskih stanica te slabo diferencirane osteosarkome.

9. Dijagnoza se postavlja na temelju klinicke anamneze, klinickog pregleda te slikovne

dijagnostike. Uz sve ove, citopatoloska i histopatoloska pretraga su nuzne za potvrdu dijagnoze.

10. Svi podtipovi tumora imaju losu prognozu.
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5. SAZETAK
Osteosarkom u pasa

Osteosarkomi su najCeS¢e primarne neoplazije apendikularnog skeleta pasa. Njihove
neoplasti¢ne stanice proizvode kost, osteoid ili oboje. ToCan uzrok nastanka nije u potpunosti
poznat. U novije vrijeme povezuje se sa mutacijama na odredenim genima. NajCeSCe se poja
vljuje kod velikih 1 gigantskih pasa srednje 1 starije dobi. Najce§ca mjesta nastanka su ona koja
nose tezinu poput proksimalnog humerusa, distalnog radijusa, bedrene kosti, distalne ulne i
proksimalne tibije. Vec¢ina osteosarkoma nastaje unutar kosti, naroCito u metafiznim dijelovima
dugih kostiju. Razlikujemo 1 periostalne te parostalne osteosarkome. Ova neoplazija je izrazito
heterogena neoplazija s raznim histoloSkim uzorcima. Prema Svjetskoj Zdravstvenoj
Organizaciji razlikujemo 6 podtipova: osteoblasti¢ni, hondroblasti¢ni, fibroblasticni,
teleangiektaticki, slabo diferencirani te osteosarkom bogat divovskim stanicama. Klasificiraju
se prema prevladavaju¢em histoloskom uzorku. Bez obzira na podtip osteosarkom je jako
progresivna neoplazija i ¢esto su zabiljezene rane metastaze, narocito u pluca. Dijagnosticira se
na temelju anamneze, klinickog pregleda i1 slikovne dijagnostike. Da bi dijagnoza bila u
potpunosti to¢na te da bi odredili stupanj neoplazije, neophodne su citopatoloska i

histopatoloska pretraga.

Kljuc¢ne rijeci: neoplazija, osteosarkom, pas, histologija, dijagnostika
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6. SUMMARY
Osteosarcoma in dogs

Osteosarcomas are the most common primary neoplasia of the appendicular skeleton in
dogs. Neoplastic cells produce bone, osteoid or both. The exact cause for its occurrence is not
fully known. More recently, it has been associated with mutations in certain genes. Most often
osteosarcoma occurs in large and gigantic dog breeds of middle and older age. The most
common places for osteosarcoma to occur are those who carry weight like proximal humerus,
distal radius, femur, distal ulna and proximal tibia. Usually osteosarcomas arise inside the bone,
especially in metaphyseal region of long bones. There are also periosteal and parosteal
osteosarcomas. Osteosarcomas are very heterogeneous neoplasms with various histological
patterns. According to World Health Organization we distinguish 6 subtypes: osteoblastic,
hondroblastic, fibroblastic, telangiectatic, poorly diferentiated and giant cell rich osteosarcoma.
They are classified according to the dominant histological pattern. Regardless of the subtype,
osteosarcoma is very progressive neoplasia and early metastases are often recorded, especially
in the lungs. It is diagnosed through anamnesis, clinical examination and diagnostic imaging.
In order for the diagnosis to be completely accurate and to determine the degree of neoplasia,

cytopathological and histopathological examinations are necessary.

Key words: neoplasia, osteosarcoma, dog, histology, diagnostic
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