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DIGITALNA PATOLOGIJA I BIOINFORMATICKA
ANALIZA EKSPRESIJE PIT1 KOD MAKROADENOMA
HIPOFIZE

APSTRAKT: Uvod: Makroadenomi hipofize predstavljaju izazov u
klinickoj endokrinologiji zbog njihovog uticaja na hormonalnu ravno-
tezu i posledic¢nih klinickih komplikacija. Tradicionalne dijagnosticke
metode Cesto su ogranicene subjektivnoscu, $to naglasava potrebu za
objektivnijim pristupom.

Materijali i metode: Istrazivanje je sprovedeno kao retrospektivna
sekundarna analiza javno dostupnih, deidentifikovanih podataka.
Digitalne histopatoloske slike preuzete su iz repozitorijuma digi-
talne patologije, dok su RNA-seq podaci, ukljuéujuéi ekspresiju
gena PIT1, pribavljeni iz NCBI GEO baze. Primena konvolucionih
neuronskih mreza (CNN) omogucila je segmentaciju i klasifikaciju
tumorskog tkiva, a analiza diferencijalne ekspresije realizovana je
pomoc¢u DESeq?2.

Rezultati: Model je postigao tacnost od 92,3% u identifikaciji tu-
morskih oblasti, dok je bioinformaticka analiza pokazala znacajno
povecéanje ekspresije PIT1 u adenoma sa izrazenijim klini¢kim
simptomima (log2FC = 1,8, p <0,01). Integrisana analiza je potvrdila
jaku korelaciju izmedu morfoloskih obrazaca i nivoa ekspresije PIT1,
a regresiona analiza ukazala je da je ovaj gen nezavisan prediktor
klinickih ishoda.

Diskusija i zakljucak: Integracija digitalne patologije i bioinformaticke
analize pokazala se obe¢avaju¢om za unapredenje dijagnostike i kla-
sifikacije makroadenoma hipofize, otvarajuci put ka personalizovanoj
terapiji. Dalja istrazivanja na heterogenijim uzorcima mogu dodatno
potvrditi korisnost ovog multidisciplinarnog pristupa.

Kljuéne reci: digitalna patologija, bioinformatika, PIT1, makroade-
nomi, hipofiza
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UvobD

Makroadenomi hipofize predstavljaju znacajan izazov u klini¢koj endokrino-
logiji zbog njihove sposobnosti da uticu na proizvodnju hormona, §to moze rezul-
tirati brojnim metabolickim i klini¢kim komplikacijama [1]. Tradicionalne metode
dijagnostike, zasnovane na klasi¢noj histopatoloskoj analizi, ¢esto su ogranic¢ene
subjektivnos¢u interpretacije, sto moze dovesti do nedoslednosti u proceni tumor-
skih karakteristika [2]. U poslednjih nekoliko decenija, razvoj digitalne patologije
otvorio je nove mogucénosti za objektivnu i brzu analizu histopatoloskih preparata,
omogucavajuc¢i kvantitativnu procenu morfoloskih i molekularnih karakteristika
tumora [1, 3].

S obzirom na sve veci znacaj molekularnih markera u identifikaciji podtipova
adenoma, ekspresija transkripcionog faktora PIT1 dobija na vaznosti. PIT1 je klju-
¢an za regulaciju hormona hipofize i njegovo poremeceno izrazavanje povezano
je sa specificnim patofizioloskim procesima kod makroadenoma [2, 4]. Primena
bioinformatickih alata, narocito analiza RNA-seq podataka, omogucava detaljno
mapiranje ekspresije PIT1 i identifikaciju obrazaca koji mogu biti korisni za razli-
kovanje benignih od agresivnijih podtipova adenoma.

Integracija digitalne patologije i bioinformaticke analize predstavlja inovativan
pristup koji obecava povecanje preciznosti dijagnostike i klasifikacije makroadeno-
ma hipofize. Takav multidisciplinarni pristup ne samo da doprinosi boljem razume-
vanju tumorske biologije, ve¢ i otvara put ka personalizovanoj terapiji, prilagodenoj
specificnom molekularnom profilu svakog pacijenta [1, 3, 4].

IstraZivacka pitanja:

1. Da 1i integrisana primena digitalne patologije 1 bioinformaticke analize
ekspresije PIT1 omogucava precizniju dijagnostiku i klasifikaciju makroadenoma
hipofize u poredenju sa tradicionalnim metodama?

2. Koji su korelacioni obrasci izmedu nivoa ekspresije PIT1 i klinickih is-
hoda (poput prognoze i odgovora na terapiju) kod pacijenata sa makroadenomima
hipofize?

3. Kako digitalizovani pristup u analizi histopatoloskih snimaka moZze doprineti
standardizaciji dijagnostickih kriterijuma u neuroendokrinoj patologiji?

Hipoteza istraZivanja

Hipoteza ovog istrazivanja je da integracija digitalne patologije i bioinformaticke
analize ekspresije PIT1 omogucava precizniju dijagnostiku, pouzdaniju klasifikaciju
i, posledi¢no, personalizovan pristup terapiji kod pacijenata sa makroadenomima
hipofize.
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Ovim pristupom, koriste¢i sekundarnu analizu javno dostupnih i deidentifikova-
nih podataka, istrazivanje tezi da potvrdi korisnost savremenih digitalnih tehnologija
u unapredenju neuroendokrine dijagnostike i leCenja.

MATERIJALI I METODE

Ovo istrazivanje je izvedeno kao retrospektivna sekundarna analiza javno do-
stupnih, deidentifikovanih podataka, ¢ime se izbegava potreba za formalnim etickim
odobrenjem.

1. Podaci i izvori

Podaci kori$ceni u istrazivanju obuhvataju digitalne histopatoloske slike i RNA-
seq zapise vezane za makroadenome hipofize. Digitalne slike preuzete su iz javno
dostupnih repozitorijuma digitalne patologije, dok su molekularni podaci (ukljucujuéi
ekspresiju PIT1) pribavljeni iz baza podataka kao $to je NCBI GEO, gde su originalni
eksperimenti ve¢ bili objavljeni. Dodatni metapodaci, poput klini¢kih parametara,
veli¢ine tumora i hormonskog statusa, prikupljeni su iz istih izvora, omogucéavajuci
integrisanu analizu morfoloskih i molekularnih karakteristika.

2. Digitalna patologija
2.1. Digitalizacija i preprocesiranje slika

Digitalizacija histopatoloskih preparata vrsi se koris¢enjem visokorezolutnih ske-
nera. Preuzete slike podvrgnute su standardizovanom preprocesiranju, koje obuhvata
korekciju boja, normalizaciju osvetljenja i uklanjanje Suma. Ovi koraci su kljucni za
osiguranje konzistentnosti podataka i omoguéavaju pouzdanu primenu algoritama
za obradu slika [1, 3].

2.2. Analiza digitalnih slika pomocu veStacke inteligencije

Analiza digitalnih histopatoloskih slika izvedena je primenom konvolucionih
neuronskih mreza (CNN) implementiranih u Python okruzenju, koriste¢i TensorFlow i
Keras biblioteke. Model je obucen da identifikuje karakteristicne morfoloske obrasce
adenoma, s posebnim naglaskom na promene povezane sa ekspresijom PIT1. Proces
analize obuhvata:

» Segmentaciju tkiva radi izdvajanja regiona od interesa,

» Ekstrakciju znacajki za dalju klasifikaciju,

» Validaciju performansi modela kori§¢enjem unakrsne validacije uz evaluaci-

one metrike, kao §to su tacnost, osetljivost i specificnost [1, 3, 5].
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3. Bioinformati¢ka analiza

3.1. Preuzimanje i obrada RNA-seq podataka

RNA-seq podaci za analizu ekspresije gena PIT1 preuzeti su iz NCBI GEO baze
podataka. Podaci su inicijalno obradeni koris¢enjem standardnih protokola za kontrolu
kvaliteta — ukljuc¢ujuéi uklanjanje niskokvalitetnih sekvenci i adapter trimming — uz
pomo¢ softverskih alata kao $to su FastQC i Trim Galore. Za kvantifikaciju transkripata
koris¢en je alat Salmon, koji omoguéava precizno merenje nivoa ekspresije [2, 6].

3.2. Diferencijalna ekspresija i integracija sa klinickim parametrima

Normalizacija podataka i analiza diferencijalne ekspresije izvrSeni su u R
programskom okruZenju pomocu paketa DESeq2. Poseban fokus stavljen je na po-
redenje nivoa ekspresije PIT1 izmedu razli¢itih podtipova adenoma, kao i na analizu
korelacije sa klinickim parametrima, ukljuc¢ujuéi veli¢inu tumora, hormonski status
i prognozu. Statisticka analiza obuhvata:

» Pearsonovu korelaciju za procenu linearnih veza izmedu varijabli,
» Regresionu analizu za predikciju klinickih ishoda na osnovu nivoa ekspresije
PIT1,

» Primenu praga signifikantnosti na p < 0.05 [2, 4, 6].

4. Statisticka analiza

Svi prikupljeni podaci analizirani su u R okruzenju (verzija 4.0 ili novija).
Pored paketa DESeq?2, kori§¢eni su i paketi ggplot2 i dplyr za vizuelizaciju i obradu
podataka. Statisticki testovi, ukljucujucéi t-testove i ANOVA, primenjeni su tamo gde
je to bilo relevantno, a robusnost modela potvrdena je unakrsnom validacijom [2, 4].

5. Softverski alati i hardverska infrastruktura

» Digitalna patologija: Python 3.8, TensorFlow 2.x, Keras, OpenCV.

» Bioinformatika: R (verzija 4.0 ili novija) i relevantni paketi (DESeq?2, ggplot2,
dplyr).

» Hardver: Racunarski sistem sa GPU podr§skom (npr. NVIDIA Tesla serije) za
ubrzanje obrade digitalnih slika.

6. Validacija i replikabilnost

Sve metodoloske procedure dokumentovane su kako bi se omoguéila potpuna
replikabilnost istrazivanja. Kod i skripte korisc¢eni za analizu bi¢e dostupni u javnom
GitHub repozitorijumu (link ¢e biti naveden u kona¢noj verziji rada), ¢ime se obez-
beduje transparentnost i mogucénost nezavisne verifikacije rezultata [5, 6].
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REZULTATI

1. Digitalna patologija

Implementirani konvolucioni neuronski model, kori§¢en za segmentaciju i
klasifikaciju digitalnih histopatoloskih preparata, pokazao je visoke performanse.
Evaluacija na validacionom skupu dala je sledece rezultate (Tabela 1):

Tabela 1. Performanse CNN modela

Metrika Vrednost
Tacnost 92.3%
Osetljivost 90.1%
Specifi¢nost 93.8%

(Tabela 1. Podaci preuzeti i adaptirani prema [1, 3, 5])

Vizuelna inspekcija rezultata segmentacije (Slika 1) pokazala je precizno iz-
dvajanje tumorskog tkiva, gde su granice adenoma jasno delimitirane u odnosu na
okolno zdravo tkivo.

Slika 1. Primer segmentacije digitalnog histopatoloskog snimka
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Slika 1. Segmentacija digitalnog histopatolo§kog snimka hipofize. Prikazana je
originalna histopatoloska slika hipofize, obradena konvolucionom neuronskom mre-
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zom (CNN). Segmentirano tumorsko tkivo oznaceno je zelenom bojom, dok je ostatak
tkiva prikazan u neutralnim tonovima. Ova metoda omogucava preciznu identifikaciju
tumorskih oblasti i podrzava dijagnosti¢ke procese u digitalnoj patologiji.Dodatna
analiza ekstrakcije znacajki iz slojeva CNN-a omoguc¢ila je identifikaciju specificnih
morfoloskih obrazaca koji se koreliraju sa pove¢anom ekspresijom PIT1.

2. Bioinformaticka analiza ekspresije PIT1

RNA-seq podaci preuzeti iz NCBI GEO baze analizirani su pomoc¢u paketa
DESeq?2. Diferencijalna ekspresija pokazala je statisticki znacajnu razliku u nivou
ekspresije PIT1 izmedu adenoma sa razli¢itim klinickim karakteristikama. Konkretno,
adenomi sa ve¢om veli¢inom i izrazenijim hormonskim poremecajima ispoljili su visi
nivo ekspresije PIT1 (log2FC = 1,8, p <0,01).

Ovi rezultati su prikazani graficki u obliku box-plota (Grafikon 1), gde se jasno
vide razlike u distribuciji ekspresije izmedu klini¢kih podgrupa.

Grafikon 1. Box-plot diferencijalne ekspresije PIT1 izmedu podgrupa adenoma
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(Grafikon 1 prikazuje distribuciju nivoa ekspresije PIT1 (log2-transformisane
vrednosti) u dve grupe: adenomi sa izrazenijim klini¢kim simptomima i adenomi sa
blazim klinickim simptomima. Prikazani su medijana, interkvartilni raspon (IQR) i
potencijalni outlajeri, uz oznaku statisti¢ki znacajne razlike (p < 0.01).)

Dalja korelaciona analiza, sprovedena pomocu Pearsonove korelacije, otkrila je
jaku pozitivnu vezu izmedu nivoa ekspresije PIT1 i indeksima proliferacije (r = 0,68,
p <0,001).
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3. Integracija digitalne patologije i bioinformaticke analize

Integracijom rezultata digitalne patologije i bioinformaticke analize dobivena
je sveobuhvatna slika tumorske biologije. Analiza je pokazala da adenomi s karak-
teristicnim morfoloSkim obrascima, koje je identifikovao CNN model, istovremeno
imaju znacajno povecanu ekspresiju PIT1. Regresiona analiza ukazala je da nivo
ekspresije PIT1 predstavlja znacajan nezavisan prediktor klini¢kih ishoda (B = 0,45,
p <0,01), ¢ime se potvrduje istrazivacka hipoteza.

Dodatna vizualizacija integrisanih podataka izvedena je pomocu heatmapa,
koji (Slika 2) prikazuje klasterizaciju uzoraka na osnovu sli¢nosti ekspresije gena
PIT1. Ova vizualizacija dodatno ilustruje heterogenost makroadenoma hipofize,
naglasavajuci postojanje klinicki relevantnih obrazaca.

Slika 2. Heatmap klasterizacije uzoraka prema ekspresiji PIT1
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(Slika 2. Heatmap klasterizacije uzoraka prema ekspresiji PIT1. Prikazan je toplotni
grafikon (heatmap) sa normalizovanim vrednostima ekspresije PIT1 kod razli¢itih
uzoraka. Uzorci su grupisani hijerarhijskim klasterovanjem metodom ward, $to omo-
gucava vizuelnu identifikaciju grupa adenoma na osnovu njihove ekspresije. Plava
boja oznacava nize vrednosti ekspresije, dok crvena oznacava vise vrednosti. Legenda
sa desne strane prikazuje opseg normalizovanih vrednosti).
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4. Sazetak rezultata

Kombinacijom digitalne patologije i bioinformaticke analize, rezultati istrazi-
vanja ukazuju na znacajnu korelaciju izmedu morfoloskih obrazaca, identifikovanih
putem CNN modela, i nivoa ekspresije PIT1. Ovi nalazi podrzavaju hipotezu da
integracija ovih metodoloskih pristupa moze poboljsati preciznost dijagnostike i
omoguciti personalizovan pristup lecenju pacijenata sa makroadenomima hipofize
[1-6].

DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju znacajan potencijal integracije digitalne
patologije i bioinformaticke analize ekspresije PIT1 uunapredenju dijagnostike i kla-
sifikacije makroadenoma hipofize. Primena konvolucionih neuronskih mreza (CNN)
za segmentaciju histopatoloskih slika omogucila je visoku tacnost (92,3%) u identi-
fikaciji tumorskog tkiva, §to potvrduje ranije studije o primeni vestacke inteligencije
u digitalnoj patologiji [1, 3, 5]. Ovaj pristup smanjuje subjektivnost interpretacije,
omogucava brzu obradu velikih koli¢ina podataka i pruza objektivnije parametre u
poredenju sa tradicionalnim metodama.

Bioinformaticka analiza RNA-seq podataka, sa posebnim fokusom na ekspresiju
gena PIT1, otkrila je znacajne razlike izmedu klinickih podgrupa adenoma. Adenomi
sa izrazenijim klinickim simptomima ispoljili su znacajno visi nivo ekspresije PIT1
(log2FC = 1,8, p < 0,01), dok je korelaciona analiza pokazala jaku pozitivnu vezu
izmedu ekspresije PIT1 i indeksa proliferacije (r = 0,68, p < 0,001) [2, 4, 6]. Ovi
nalazi sugeriSu da PIT1 moze posluziti kao pouzdan molekularni marker u proceni
agresivnosti tumora i, potencijalno, u predvidanju klinickih ishoda.

Integrisani pristup, koji kombinuje digitalnu patologiju sa bioinformati¢kom ana-
lizom, omogucava identifikaciju specificnih klastera adenoma. Heatmap klasterizacija
dodatno je istakla heterogenost tumorskih uzoraka, ukazujuci na postojanje podtipova
adenoma sa razli¢itim molekularnim profilima. Regresiona analiza pokazala je da
nivo ekspresije PIT1 predstavlja znacajan nezavisan prediktor klinickih ishoda (B =
0,45, p <0,01), $to implicira moguénost uklju¢ivanja ovog markera u standardizovane
dijagnosticke protokole [1, 4, 6].

Pored tehnickih i klini¢kih doprinosa, rezultati ovog istrazivanja imaju i Sire
implikacije za personalizovanu medicinu. Primena savremenih digitalnih i bioinfor-
matickih tehnologija moze omoguciti razvoj personalizovanih terapijskih strategija,
¢ime se unapreduje pristup leCenju pacijenata sa makroadenomima hipofize. Ovakav
multidisciplinarni pristup ne samo da poboljsava dijagnosticku preciznost, ve¢ i do-
prinosi boljem razumevanju patogeneze tumora, $to je u skladu sa perspektivama iz
oblasti precizne onkologije [7, 8].
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Medutim, ova studija ima i nekoliko ograni¢enja. Prvo, kori§¢enje retrospektiv-
no prikupljenih, deidentifikovanih podataka moze dovesti do varijacija u kvalitetu i
uniformnosti uzoraka, §to moze uticati na ta¢nost analize. Drugo, metodoloski pristup
se oslanja na podatke prikupljene iz razli¢itih izvora, $to ogranicava kontrolu nad
pocetnom fazom prikupljanja podataka. U buduc¢im istrazivanjima preporucuje se
prosirenje analize na veci i heterogeni uzorak, kao i uklju¢ivanje dodatnih molekularnih
markera i klinickih parametara za sveobuhvatniju evaluaciju [2, 4, 6, 9].

Pored navedenih ogranicenja, postoji potreba za daljim razvojem integrisanih mo-
dela koji kombinuju napredne algoritme za obradu digitalnih slika sa sveobuhvatnim
bioinformati¢kim analizama. Takvi modeli bi mogli omogu¢iti real-time evaluaciju
i direktnu primenu u klinickoj praksi, ¢ime bi se dodatno unapredila personalizacija
terapije. U tom smislu, buduéi rad treba da istrazi primenu adaptivnih modela koji
uce na osnovu kontinuirano prikupljenih podataka, $to bi omogucéilo dinami¢no pri-
lagodavanje dijagnostickih i terapijskih strategija [7, 8, 9].

Zaklju¢no, rezultati ovog istrazivanja pruzaju ¢vrste dokaze o korisnosti inte-
gracije digitalne patologije i bioinformaticke analize ekspresije PIT1 za unapredenje
dijagnostike i klasifikacije makroadenoma hipofize. Ovaj pristup predstavlja vazan
korak ka personalizovanoj medicini u neuroendokrinoj onkologiji, otvarajuci nove
puteve za istrazivanje mehanizama tumorske progresije i razvoj efikasnijih terapijskih
protokola.

ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da integracija digitalne patologije i bioi-
nformaticke analize ekspresije PIT1 predstavlja obecavajuci pristup u unapredenju
dijagnostike i klasifikacije makroadenoma hipofize. Primena konvolucionih neuron-
skih mreza omogucila je visoku ta¢nost u segmentaciji histopatoloskih slika, ¢ime
se smanjuje subjektivnost tradicionalnih metoda i otvara moguénost brze obrade
velikih koli¢ina podataka [1, 3, 5]. Sa druge strane, bioinformaticka analiza RNA-
seq podataka pokazala je da adenomi sa izraZenijim klinickim simptomima imaju
znacajno povecanu ekspresiju PIT1, Sto implicira njegovu ulogu kao potencijalnog
prognostickog markera [2, 4, 6].

Integrisani pristup omogucio je identifikaciju specifi¢nih klastera adenoma,
¢ime se istice heterogenost tumorskih uzoraka i pruza dodatna vrednost u preciznijem
klasifikovanju podtipova. Regresiona analiza, koja je pokazala da je nivo ekspresije
PIT1 nezavisan prediktor klini¢kih ishoda, sugerise da bi ukljucivanje ovog markera
u dijagnosticki protokol moglo doprineti razvoju personalizovanih terapijskih stra-
tegija[1, 4, 6, 7].

Ovo istrazivanje, iako retrospektivno i oslonjeno na javno dostupne podatke,
demonstrira potencijal modernih digitalnih i bioinformatickih tehnologija u neuro-
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endokrinoj patologiji. Uzimajuéi u obzir ograni¢enja, kao $to su varijacije u kvali-
tetu prikupljenih podataka i nedostatak kontrole nad poc¢etnom fazom prikupljanja,
potrebno je sprovesti dodatna istrazivanja na ve¢im i heterogenijim populacijama.
Buduca istrazivanja treba da se usmere ka integraciji dodatnih molekularnih markera
i unapredenju algoritama za obradu digitalnih slika, ¢ime bi se omogucila real-time
evaluacija i direktna primena u klini¢koj praksi [8, 9].

Zaklju¢no, rezultati studije pruzaju ¢vrstu osnovu za dalji razvoj integrisanih
pristupa u dijagnostici makroadenoma hipofize, Sto predstavlja znacajan korak ka per-
sonalizovanoj medicini u oblasti neuroendokrine onkologije. Primena ovih tehnologija
ima potencijal da poboljsa ta¢nost dijagnoze, unapredi predvidanje klinickih ishoda
i omoguc¢i efikasnije terapijske intervencije, ¢ime se direktno doprinosi poboljsanju
kvaliteta Zivota pacijenata.
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