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مجموعة السيطره بدون جرح 
دقيقة من الموت 360بعد   

دقيقة بعد  360جروح بعمر 
 الموت
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 احداث الجروح وجمع العينات 3-3

 تخدير حيوانات التجربة 3-3-1

1080

15

 احداث الجرح 3-3-5

70

1 5

32

 

 

32 

3060180360
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3060180360

 جمع العينات 3-3-3

 

 (Grellner,. 2002)  :

1 22 X 

2 

22X  

10 

 

 للعينات النسجي التمطيع 3-5

48

DehydrationClearing

Impregnation

Luna, 1968 

  (DEHYDRATION) :إلانكاز 1

708090100

60  

:  (Clearing)مرحلة الترويك   2

45 . 

: (Impregnation or Infiltration)  عملية التشرب أو التخلل 3

57⁰
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60. 

(Embedding) طمر العينات وتحضير لالب الشمع 4

⁰18

. 

:  (Sectioning) عينةتمطيع ال 5

 specimen holder 

5m

37⁰ 

  EOSIN ينسوالأيو  Hematoxylinنصبغ النسيج بصِبغة الهيماتوكسيلي 6

(H&E) :

(Bancroft et al., 1996) (Luna, 1992) : 

 الترويك (Clearing) 

.

 ترطيب النسيج  (REHYDRATION)

1009570

.

  الهيماتوكسلينصبغة  (HEMATOXYLIN)

 510.

 محلول التزريك  (BLUING REAGENT)

. 

 توكسلينتمييز صبغة الهيما  (HEMATOXYLIN DIFFERENTIATOR)،

 GLASS SLIDE 

. 
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 صبغة الايوسين  (EOSIN)3

 .

 التجفيف (Dehydration)

.

 الترويك  (Clearing)

.

 وضع DPX غطاء الشريحهو  (Distrene-plasticizer-xylene & Cover 

slide).  

 الفحص المجهري 

Leitz Co, Germany  Sony-

DSC-W30, Korea 

 المناعية الكيمياء النسجية  تمنية 3-2

4µm

 Charged Slid  

60⁰.

10

1009570505.

Crosby et al,. 2014 

 ((Antigen retrievelاسترجاع المستضد  -1

0 01

4520 
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phosphate-buffered saline (PBS) 

 .

 Blocking   Tissue   غلك المناطك غير المحددة في النسيج2-

13H2O2 31015

 .

5 .

13 

serum blocking reagent 15 .

 ( primary antibody) الأجسام المضادّة الأولية -3

334⁰

35

33

 الشركة المصنعة التخفيف النوع المؤشرات المستخدمة ت

1 15Rabbit Monoclonal1 50Dako 

2 68Rabbit Polyclonal1 30Dako

3 6Rabbit Polyclonal1 100LifeScience

4 Rabbit Polyclonal1 100LifeScience

 

 (secondary antibodyالأجسام المضادّة الثانوية ) -5

13

306035

poly-HRP Goat Anti-Rabbit IgG .
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 (Di Amino Benzidine DAB)  إضافة مولد اللون -2

15 DAB 

1520

 PBS 10

  

.

 (counterstain hematoxylin)  صبغة الهيماتوكسلين -0

 Haematoxylin 'Mayers 35

507095100

 Zylene-X 3

20  

(Cover slide & Distrene-plasticizer-xylene)DPX 

 تحليل الفحص الكيميائي النسجي المناعي 3-0

15

68

01102

30330( Wu et al,. 2017).

6

012

3Al-Ghamdi & Atta, 2020 
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 الفصل الرابع

 النتائج

 Results  

  Histopathological examinationالفحص المرضي النسجي  5-1

180

.

 41 (B -A-

A( ممطع نسجي لجلد جرذان غير مجلروح ملن مجموعلة السليطرة 1-5لشكل )ا

EPDH&E 

µm50 B10µm  H&E
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30

4-2(A-

(B-2-4)

3043 

(A-30

4-3-B

 39بعملر   لمجموعة الجروح الحيوية ( مماطع نسجية لجروح جلدية في الجرذان5-5الشكل )

Aدليملة

H&E μm50B

H&E μm10

A B 
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الحيوية  بعمر  غير جلدية في الجرذان لمجموعة الجروح( مماطع نسجية لجروح 3-5الشكل )

Aدليملة 39

μm50H&E B 

μm10H&E

60

44A

44B

60

4A-5

45B

A B 
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دليمللة 09( ممللاطع نسللجية لجلللد جللرذان مللن مجموعللة الجللروح الحيويللة بعمللر 4-5الشللكل )

A200     

B𝜇    H&E. 

 

 دليملة. 09الحيوية بعملر غير ( مماطع نسجية لجلد جرذان من مجموعة الجروح 2-5الشكل )

AB

 𝜇     H&E.

A B 

A B 
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180

46B&A

180

47A&B

دليمة 169لجروح الحيوية بعمر ( مماطع نسجية لجلد جرذان من مجموعة ا0-5الشكل )

A

50H&E μmB

10H&E μm

A B 
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 169الحيويللة بعمللر  غيللر ( ممللاطع نسللجية لجلللد جللرذان مللن مجموعللة الجللروح7-5الشللكل )

-A. دليملة

50H&E μmB

10H&E μm

 

360

48A-B

360

49A-B 

A B 
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دليملة 360الحيويلة بعملر  نسلجية لجللد جلرذان ملن مجموعلة الجلروح ( مماطع6-5الشكل )

A- 

H&E 𝜇   B

H&E 𝜇   

 

 دليملة 309( مماطع نسجية لجلد جرذان من مجموعلة الجلروح الحيويلة بعملر 0-5الشكل )

A-360

200μm H&E(،B)-

200μm H&E 

A B 

A B 
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410

30

60180

5040X

36080

180

36025

 

 

 

410

Antemortem (AM) 
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 Immunohistochemistry  الفحصصا الميميصصالن ال سصصجن الم صصاعن  4-5

Examination 

15   (CD15) 

411 15

30

154

12 15

180

41315

360414

153060180360

415

ا المعبرَة عن سي دي ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلاي11-5الشكل )

12،15IHC µm 5
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( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعبرَة عن سي دي 15-5الشكل )

12،  15

30IHC   10

 

( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعبرَة عن سي دي 13-5الشكل )

12، 15

180IHC  µm10
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( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعبرَة عن سي دي 15-5الشكل )

1215

360IHC µm10

النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعبرَة عن سي دي  ( الفحص الكيميائي12-5الشكل )

12. 15

50 IHC µm.
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68 

(CD68) 68

416

30

417180

68

68

68360

418

3060180360

68420

برة عن سي دي 10-5)الشكل  ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعِّ

0668

IHC µm10
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برة عن سي دي 17-5الشكل ) ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعِّ

06،68

30 10µmIHC

برة عن سي دي 16-5الشكل ) ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعِّ

06 ، 68

360IHC µm10 
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برة عن سي دي 10-5الشكل ) ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الخلايا المعِّ

06 ،68

IHC µm10 

6 (IL-6) 

4206

306

4216

180

3606

422

6

30

423

180360424
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في النسيج في  0-( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الانترلوكين59-5الشكل )

6مجاميع الجروح الحيوية.

IHC µm10

في النسيج في  0-( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الانترلوكين51-5الشكل )

30مجاميع الجروح الحيوية، 

6

IHC µm10
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في النسيج في  0-( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الانترلوكين55-5الشكل )
في مجاميع  6-لوحظ في الشكل أعلى شدة للتعبير عن الانترلوكينمجاميع الجروح الحيوية، 
يا الالتهابية )رأ  السهم( دقيقة خلايا البشرة )السهم الاسود( الخلا 360الجروح الحيوية بعمر 

IHC  µm10.

في النسيج في  0-( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الانترلوكين53-5الشكل )

6مجاميع الجروح غير الحيوية، 

30IHC µm10. 
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في النسيج في  0-( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عن الانترلوكين55-5الشكل )

6مجاميع الجروح غير الحيوية، 

360IHC µm 10 .

 (TNF-a) 6

425

30

426

180

360427

301804-28
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( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عامل نخر الورم ألفا في مجاميع 52-5الشكل )

الجروح الحيوية، 

IHC µm10. 

 

رم ألفا في مجاميع ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عامل نخر الو50-5الشكل )

الجروح الحيوية، 

30IHC 10µm
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( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عامل نخر الورم ألفا في مجاميع 57-5الشكل )

دقيقة أعلى مستوى للتعبير عن  360أظهر فحص مجموعة الجروح بعمر وح الحيوية، الجر

عامل نخر الورم ألفا في خلايا البشرة )السهم الاسود( والخلايا الالتهابية في طبقة الأدمة )السهم 

 .IHC µm10الابيض( 

ي مجاميع ( الفحص الكيميائي النسجي المناعي للكشف عامل نخر الورم ألفا ف56-5الشكل )

الجروح غير الحيوية، 

30IHC µm10
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1568

1530

1803605923285070

15

6830180360237

9202268

.

6

30

180

360

30180

41 

4115686

 

 الولت المؤشر
مجاميع الجروح 

 لبل الموت
مجاميع الجروح 

 بعد الموت

15

(CD15) 

30

180

360

1 

2 

3 

0 

0 

0 

68

(CD68) 

30

180

360

1 

1 

2 

0 

0 

0 

6

IL_6

30 

180 

360

1 

2 

3 

1 

0 

0 
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(TNF-a) 

30 

180 

360

1 

2 

3 

1 

1 

0 

0

1>102>30(3<30

01

23 
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 الفصل الخامس

 المناقذة

 Discussion 

   

 العلامات النسجية المرضية للجروح المحدثة 2-1 

      

 (Uemura et al,. 2008) 

 (Casse et al,. 2016) 

 (Yu et al,. 2014) 

(Grellner & Madea, 2007) 

(Cecchi, 2010) Sorg et al,. 2017

. 
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30

(Niedecker et al,. 2021 ).

 

 Nishio et al,. 2008; Oehmichen et 

al,. 2004; Swift et al,.2001

60

60

30.

180

  (Eming et al,. 2007; Tarran et al,. 2006 ) 

 (Delavary et al,. 2011) 

56

 (Barington et al,. 2018) 
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.

       360

Randeberg et al,. 2007; Takamiya et al,. 2005 

 Van der et al,. 2001; Betz ,1994 

  (Khalaf et al,.2019; Vinay et al,.2017)

 

 التحليل الكيميائي النسيجي المناعي للجروح المحدثة 2-5

 (Li et al,. 

2020)

 (Ohshima,. 2000) 

15

686
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 (Bacci et al,. 2014)  

       15

(Hausmann et al,. 1999) 15

 selectin 

 Lo et al,.1997)

      15

30

15360

15

 

(Hausmann et al,.1999) 

15 (Turillazzi et al,.2010) 

15

 

(Gauchotte et al,. 2013) 15

الراسعح

15.

      68

 Koh and DiPietro ,201168

Kunisch et al,. 2004 

68
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360180

68

68 Yeh et al,. 2010 

68

68

.

 ( O’Neill and Bowie, 2001) 

6

 (Kondo et al,.2002) 

.

       6

6

30

6180

360 

(Elzahed et al,. 2020) 6

30
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Birincioglu et al,. 2016) 

6

       6

 (Sun et al,. 2019) 

.
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 الفصل الدادس

 والتوصيات الادتنتاجات

Conclusions and Recommendation 

 

 Conclusions  الاستنتاجات  0-1

1 

 .

2 

.

3 

4 6

.

5 1568

.
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  Recommendationsالتوصيات  0-5

1- 

. 

2- 

. 

3- 

.

4- 

5-  
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Abstract 

Determination of wound age and vitality is a critical problem in 

forensic medicine, where specialists rely on it to return to the crime scene 

and find the offender by identifying the time period of the wounds and 

determining their vitality if they occur before or after death. In this study, 

we planned to assess the histopathological changes in the experimental 

incisional wounds along the different periods of time related with ante-

mortem or post-mortem times during the first minutes and hours. In 

addition, to find out the correlation between the degree of expression of 

inflammatory cells markers (CD15, CD68) and inflammatory mediators 

marker (IL-6, TNF-α) and the times of wounds in ante-mortem and post-

mortem in rats.  

Thirty-nine rats wound skin biopsies were studied.. Linear wounds 

were inflicted on the rats' skin, and samples were obtained after each 

group's time period expired and maintained in the 10% Neutral Buffered 

Formalin for histopathological evaluation and immunohistochemical 

examination. samples were taken in ante-mortem groups at the ages of 

30, 60, 180, and 360 min and in post-mortem groups within 30, 60, 180, 

and 360 min with control samples (unwounded group) 

The histopathological examination of the wound groups prior to 

death revealed vital reactions such as bleeding, congestion, and expansion 

of the diameter of blood vessels near the wound site. For the ante-mortem 

wounds in all time intervals examined, the number of neutrophil and 

macrophage in the wound was shown. neutrophil appeared at 30 min and 

sharply increased from 60 min until 360 minutes of the wound. In 

addition, there was an increased in macrophages from 180 min after the 

wound. The histopathological changes in wounds after death were 

restricted to hemorrhage, with symptoms of autolysis shown 180 minutes 

beyond the wounds' lifetime. 
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Immunohistochemical results showed that the number of stained 

cells with CD15 were significantly expressed in all time intervals of ante-

mortem compare with post-mortem wounds. CD15-positive neutrophils 

were expressed in ante-mortem wound with a minimum interval time of 

30 min. In addition, the ratio of CD15-positive neutrophils after 360 min 

from injury considerably exceeded those after 30 and 180 min from 

injury. Immunohistochemical results showed that the number of CD68-

positive macrophages began at 30 minutes in ante-mortem wound, but 

very few began to increase at 180 minutes and reached the highest level 

at 360 minutes. Because the negative expression of CD15 and CD68 in 

all post-mortem groups, they could be a marker for comparing between 

the ant-mortem and post-mortem wounds. 

Furthermore, the Immunoreactive findings of the current study 

showed that inflammatory mediators (IL-6 and TNF-α) were not 

expressed in unwounded skin samples and the periods after the induction 

wound produced an increase in the expression area of both markers. The 

earliest expression of both inflammatory mediators was noticed in 30 min 

ante-mortem wound time whereas the reactivity increased at 180 min and 

peaked at 360min. In this study, the expression of IL-6 and TNF-α were 

negative or low in areas far from wound margin in ante-mortem wounds, 

unwounded specimens and the post-mortem wounds.  

This study suggests that it is feasible to use histopathological 

examination to estimate the age and vitality of the wound based on the 

appearance of inflammatory cells in the wound, which is an essential 

biomarker of vital wounds. In addition, immunohistochemical testing 

may be used to identify the levels of expression of inflammatory 

mediators and inflammatory cell markers, which can then be used to 

estimate the age and vitality of the wounds.   
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