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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  Установление прижизненности повреждений представляет собой одну из наиболее сложных и 
актуальных задач судебной медицины, имеющую неоспоримую значимость. Традиционные гистологические 
методы, основанные на оценке элементов воспалительной реакции, часто недостаточно чувствительны для диа-
гностики повреждений, возникших незадолго до наступления смерти. Разработка и внедрение высокочувстви-
тельных молекулярно-морфологических методов является важным направлением развития экспертной практики.
Ц е л ь .  Оценка диагностической ценности такого иммуногистохимического маркера, как фактор некроза опу-
холи альфа (TNF-α), и метода количественного цифрового анализа для объективного установления прижизнен-
ного происхождения повреждений кожи, причиненных тупыми предметами.
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  Проведено исследование образцов кожи от 14 трупов с документально 
подтвержденными прижизненными повреждениями (всего 28 срезов, 140 полей зрения). Изъятие образцов осу-
ществлялось из области наружного повреждения, также изымался контрольный образец тканей из неповреж-
денной области. Парафиновые срезы окрашивались моноклональными антителами к TNF-α. Цифровые изобра-
жения анализировались с помощью программного обеспечения Fiji с применением цветовой деконволюции для 
выделения DAB-окраски и последующего определения площади экспрессии маркера в эпидермисе и дерме 
отдельно.
Р е з у л ь т а т ы .  Обнаружено статистически значимое увеличение площади экспрессии TNF-α в зоне повреж-
дения по сравнению с интактной кожей контрольных образцов. В эпидермисе разница по медианам составила 
–16,66 % (p = 0,0002), в дерме –7,93 % (p = 0,0072). 
З а к л ю ч е н и е . Иммуногистохимическое выявление TNF-α в сочетании с количественным анализом 
цифровых изображений является высокоинформативным и объективным методом для установления при-
жизненности повреждений кожных покровов, который позволяет выявлять ранние молекулярные признаки 
альтерации, предшествующие морфологическим изменениям, и минимизирует субъективный фактор при 
интерпретации результатов, что повышает доказательственную ценность судебно-медицинского заклю-
чения.
Ключевые слова: прижизненность образования повреждений, иммуногистохимия.
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ВВЕДЕНИЕ
Диагностика прижизненности образования 

повреждений является одним из важнейших вопро-
сов судебной медицины, который имеет прямое 
юридическое значение, поскольку непосредственно 
предопределяет часть правовой оценки события.

Определение прижизненности происхожде-
ния повреждений – важнейший аспект судебно-
медицинского исследования трупа, от научной 
обоснованности которого зависят не только 
выводы заключения эксперта, но и нередко даль-
нейший ход судебного разбирательства.

Совершенствование методов определения 
прижизненного происхождения повреждений 

INTRODUCTION
Estimation of the wound vitality is one of the 

most important issues in forensic medicine that is 
legally valid, as it directly determines part of the legal 
evaluation of the event. Determination of wound 
vitality is a crucial aspect of forensic postmortem 
examination. On the medical scientifi c validity of this 
determination not only the conclusions of the 
expert’s report, but also the subsequent course of 
legal proceedings often depend.

Improving methods for determining the ante-
mortem origin of injuries remains a forensic medi-
cine key area of development[1–3]. Current meth-
ods of forensic diagnostics of wound vitality, based 
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ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  Estimation of wound vitality is one of the most challenging and urgent tasks in forensic medi-
cine, having undeniable signifi cance. Conventional histological methods, based on the assessment of infl ammatory 
response elements, are often insuffi  ciently sensitive for diagnosing injuries infl icted shortly before death. The development 
and implementation of highly sensitive molecular morphological methods is an important direction for advancing expert 
practice.
A i m .  To evaluate the diagnostic value of such immunohistochemical marker as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 
and the method of quantitative digital analysis for the objective determination of the vitality of skin blunt force injuries.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  Skin samples from 14 cadavers with documented antemortem injuries 
(28 sections, 140 fi elds of view) were analyzed. Samples were taken from the area of external injury, and a control tissue 
sample was also taken from an undamaged area. Paraffi  n-embedded sections were stained with monoclonal antibodies to 
TNF-α. Digital images were analyzed using Fiji software using color deconvolution to isolate DAB staining and subse-
quently determine the area of marker expression in the epidermis and dermis separately.
R e s u l t s .  A statistically signifi cant increase in the area of TNF-α expression was found in the damaged area com-
pared to intact skin in control samples. In the epidermis, the diff erence in medians was –16,66% (p = 0,0002), and in the 
dermis –7,93% (p = 0,0072).
C o n c l u s i o n . Immunohistochemical detection of TNF-α in combination with quantitative analysis of digital image 
is highly informative and objective method for ascertaining the skin wound vitality. This approach allows for the identifi ca-
tion of early molecular signs of alteration preceding morphological changes and minimizes the subjective factor during the 
interpretation of results, which increases the evidentiary value of the forensic medical report.
Keywords: wound vitality, immunohistochemistry. 
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продолжает оставаться ключевым направлением 
развития судебной медицины [1–3]. Современ-
ные методы судебно-медицинской диагностики 
прижизненности повреждений, базирующиеся 
на анализе стадий воспалительно-репаративного 
процесса, обладают существенными ограничени-
ями. Их главный недостаток – низкая эффектив-
ность при оценке повреждений, полученных в 
агональном периоде, непосредственно предше-
ствующем наступлению смерти. Это связано с 
невозможностью достоверно подтвердить или 
опровергнуть прижизненное происхождение 
травм из-за недостаточной чувствительности 
методик. В частности, они не позволяют выяв-
лять молекулярные маркеры, включая ключевые 
медиаторы воспаления [4, 5].

Макроскопические признаки прижизненного 
происхождения повреждений находят свое под-
тверждение на микроскопическом уровне. Такие 
морфологические маркеры, как кровоизлияния 
и динамика воспалительно-репаративных про-
цессов, составляют основу традиционной диагно-
стики прижизненных травм. 

Современные научные достижения предо-
ставляют экспертам комплексный диагностиче-
ский инструментарий для установления прижиз-
ненного характера повреждений, включающий 
морфологический анализ, цитологические 
исследования и методы молекулярной биологии 
[6, 7]. Иммуногистохимические методы исследо-
вания обеспечивают достоверную диагностику 
прижизненности повреждений в тех случаях, 
когда традиционная световая микроскопия сосу-
дисто-стромальных реакций оказывается недо-
статочно информативной – в частности, при 
смерти, наступившей до развития выраженной 
воспалительной реакции [8].

Традиционная визуальная оценка иммуноги-
стохимических реакций, основанная на субъек-
тивной интерпретации степени экспрессии 
(отсутствует/слабая/умеренная/сильная), вносит 
элемент субъективности в диагностику прижиз-
ненных повреждений. Современные цифровые 
методы анализа, использующие количественные 
параметры (площадь окрашивания, оптическая 
плотность), позволяют минимизировать этот 
фактор, обеспечивая объективную верификацию 
результатов [9]. 

Данное исследование основано на оценке экс-
прессии маркера TNF-α (tumor necrosis factor) – 
воспалительного цитокина, вырабатываемого 
макрофагами/моноцитами в периоде острого 
воспаления, который отвечает за широкий спектр 
сигнальных событий внутри клеток, приводящих 

on the analysis of the phases of the inflammatory-
reparative response, have significant limitations. 
Their main drawback is their low effectiveness in 
assessing wounds inflicted during the agonal 
period immediately before death, which is associ-
ated with the inability to reliably confirm or refute 
the antemortem origin of injuries due to the insuf-
ficient sensitivity of these methods. In particular, 
they do not allow the identification of molecular 
markers, including key inflammatory media-
tors [4, 5].

Signs of wound vitality revealed during gross 
examination are confi rmed by microscopy. Mor-
phological markers such as hemorrhages and the 
dynamics of infl ammatory-reparative response 
form the basis of traditional diagnosis of antemor-
tem injuries.

Modern scientific advances provide experts 
with a comprehensive range of tools for estimating 
the antemortem origin of injury, including mor-
phological analysis, cytological studies, and molec-
ular biology methods [6, 7]. Immunohistochemical 
methods provide reliable diagnosis of wound vital-
ity in cases when conventional light microscopy of 
vascular and stromal response is less informative, 
particularly in cases of death occurring before the 
development of a pronounced inflammatory 
response [8].

Traditional visual assessment of immunohisto-
chemical reactions, based on subjective interpreta-
tion of the grade of expression (absent/weak/moder-
ate/strong), introduces an element of subjectivity 
into the diagnosis of antemortem injuries. Modern 
digital methods using quantitative parameters 
(staining area, optical density) minimize this factor, 
ensuring objective verifi cation of results [9].

This study is based on the assessment of the 
expression of TNF-α (tumor necrosis factor alpha), 
an infl ammatory cytokine produced by macro-
phages/monocytes during acute infl ammation, 
which is responsible for a wide range of signaling 
events within cells leading to necrosis or apoptosis 
[10]. Activated macrophages are the main, but not 
the only source of TNF-α, since many other cell 
types, such as helper T cells, natural killer cells, neu-
trophils, mast cells, eosinophils, and neurons, can 
also produce it [11, 12].

AIM OF THE RESEARCH
To determine the diagnostic value of such marker 

as TNF-α in estimation of vitality of skin blunt force 
injuries (abrasions, wounds), using software for ana-
lyzing digital images.
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к некрозу или апоптозу [10]. Активированные 
макрофаги являются основным, но не единствен-
ным источником TNF-α, поскольку многие дру-
гие типы клеток, такие как Т-хелперы, естествен-
ные клетки-киллеры, нейтрофилы, тучные 
клетки, эозинофилы и нейроны, также могут его 
продуцировать [11, 12].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить диагностическую ценность мар-

кера TNF-α при установлении прижизненности 
образования повреждений кожи (ссадин, ран), 
возникших от действия тупых предметов, с 
использованием программного обеспечения для 
анализа цифровых изображений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании были использованы резуль-

таты иммуногистохимических исследований, 
проведенных в 2023 г. отделом судебно-гистоло-
гических экспертиз центрального аппарата Госу-
дарственного комитета судебных экспертиз 
Республики Беларусь.

Материал для исследования отбирали от тру-
пов, соответствующих следующим критериям: 
давность смерти не превышала 24 ч – труп нахо-
дился при комнатной температуре или 72 ч – 
труп находился в холодильной камере 
(+4...+10 °С). Все повреждения имели докумен-
тально подтвержденное прижизненное проис-
хождение. Критерий исключения: любые визу-
альные признаки гнилостных изменений, неза-
висимо от давности наступления смерти 
(гнилостная венозная сеть, трупная эмфизема, 
гнилостные пузыри). 

Материал был получен от 14 умерших. Всего 
исследовано 28 срезов в 140 полях зрения. Изъя-
тие образцов осуществлялось из области наруж-
ного повреждения, также изымался контроль-
ный образец тканей из неповрежденной области 
на расстоянии не менее 15 см от повреждения 
или с контралатеральной стороны тела. Размеры 
фрагментов кожи не превышали 1,5–2,0 см в 
длину, 1,0–1,5 см в ширину и 0,5–0,8 см в тол-
щину, материал изымался по периферии повреж-
дения с захватом неповрежденной ткани. 
Ма териал забирали в 10% раствор нейтрального 
забуференного формалина, препараты марки-
ровались. В емкость с фиксирующей жидкостью 
помещался объем материала не более чем на 
1/3 объема жидкости. Полученные образцы тка-
ней немедленно (или не позднее 15–20 мин после 
забора) помещали в фиксирующий раствор. Фик-
сация материала проводилась в течение 24–48 ч. 

MATERIALS AND METHODS 
In our study, the results of immunohistochem-

ical examinations performed in 2023 by the 
Department of Forensic Histological Examina-
tions of the Central Office of the State Forensic 
Examination Committee of the Republic of 
Belarus were used.

Samples for the study were taken from cadavers 
that met the following criteria: death within 24 h (the 
cadavers were kept at room temperature) or 72 h 
(the cadavers were kept in a refrigerated chamber 
(+4...+10°C)). All injuries were evidenced ante-mor-
tem. Exclusion criteria: any visual signs of putrefac-
tive changes, regardless of the time of death (putre-
factive venous network, cadaveric emphysema, 
putrefactive blisters).

Skin tissue samples were taken from 14 cadavers. 
A total of 28 sections in 140 fi elds of view were exam-
ined. Samples were taken from the area of external 
skin lesion; also, a control sample was taken from an 
intact area at least 15 cm away from the lesion or 
from the contralateral side of the body. Skin samples 
did not exceed 1,5–2,0 cm in length, 1,0–1,5 cm in 
width, and 0,5–0,8 cm in thickness, and were taken 
on the periphery of the lesion including intact tissue. 
Samples were placed into 10% neutral buff ered for-
malin and then labeled. A volume of the material no 
more than 1/3 of the volume of the liquid was placed 
in a container with fi xative. The skin tissue samples 
obtained were immediately (or no later than 
15–20 min after taking) placed in a fi xative solution. 
The samples were fi xed for 24–48 h. For subsequent 
histological examination, paraffi  n blocks were pre-
pared at a paraffi  n temperature not exceeding 60°C. 
Then, 5-μm-thick serial sections were obtained from 
each paraffi  n block, which were used for immunohis-
tochemical analysis.

The analysis was performed using specifi c anti-
bodies to TNF-α, which allowed for the detection 
and localization of the biomarkers of interest in the 
studied tissues. When the histological sections have 
been prepared, sequential specimen processing was 
performed. First, specimens were washed twice in 
phosphate buff er (pH 7,3) at an exposure of 5 min 
for each step. Then, primary antibodies to TNF-α 
(Abcam, UK) were applied at a dilution of 1:50, fol-
lowed by incubation in a controlled-humidity cham-
ber for 60 min at room temperature. After repeated 
two-fold washes in phosphate buff er (5 min each), 
secondary antibodies from a Mouse and Rabbit 
Specifi c HRP/DAB IHC Detection Kit (Micro-poly-
mer) with a 30-min incubation in controlled-
humidity chamber were applied. The fi nal step 
included last two washes in buff er solution and 
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Для последующего гистологического исследова-
ния изготавливали парафиновые блоки при тем-
пературе парафина, не превышающей +60 °С. Из 
каждого парафинового блока получали серий-
ные срезы толщиной 5 мкм, которые затем 
использовали для проведения иммуногистохи-
мического исследования. 

Анализ проводили с применением специфи-
ческих антител к TNF-α, что позволяло выявить и 
локализовать интересующие биомаркеры в 
исследуемых тканях. После подготовки гистоло-
гических срезов проводили последовательную 
обработку препаратов. Сначала выполняли дву-
кратное промывание в фосфатном буфере 
(pH 7,3) с экспозицией 5 мин для каждого этапа. 
Затем наносили первичные антитела к TNF-α 
(Abcam, Великобритания) в разведении 1:50 с 
последующей инкубацией во влажной камере в 
течение 60 минут при комнатной температуре. 
После повторного двукратного промывания в 
фосфатном буфере (по 5 мин) проводили обра-
ботку вторичными антителами системы визуали-
зации Mouse and Rabbit Specifi c HRP/DAB IHC 
Detection Kit (Micro-polymer) с 30-минутной 
инкубацией во влажной камере. Завершающий 
этап включал финальное двукратное промыва-
ние в буферном растворе и монтирование препа-
ратов под покровные стекла с использованием 
монтажной среды Biomount (BioOptica, Италия). 
Проводился негативный контроль иммуногисто-
химического исследования [13]. 

Изготовленные срезы предварительно иссле-
довали под световым микроскопом, после чего с 
использованием системы Motic EasyScan (Motic 
China Group Co., Ltd., КНР) делали цифровые 
сканы полученных срезов, которые затем изуча-
лись с применением программного обеспечения 
Motic VM 3.0 – Motic Digital Slide Assistant (Motic 
China Group Co., Ltd., КНР) при увеличении 
×400. В каждом отсканированном срезе иссле-
довалось не менее пяти полей зрения, с последу-
ющим их фотографированием. После стандарт-
ной подготовки гистологических срезов про-
водили их предварительную оценку с 
использованием светового микроскопа. В рам-
ках исследования каждого сканированного 
образца анализировали минимум пять репре-
зентативных полей зрения с обязательной их 
цифровой документацией (рис. 1). Полученные 
цифровые изображения открывались при 
помощи программного обеспечения Fiji [14]. 
Данное программное обеспечение распростра-
няется с открытым исходным кодом (свободная 
лицензия GNU General Public License).

mounting the specimens under coverslips using a 
Biomount mounting medium (BioOptica, Italy). 
During immunohistochemical study negative cont-
rol was used [13].

The sections were preliminarily examined 
under a light microscope; thereafter, digital scans 
of the sections were made using a Motic EasyScan 
scanner (Motic China Group Co., Ltd., PRC); then 
the sections were studied using the Motic VM 3.0 – 
Motic Digital Slide Assistant software (Motic 
China Group Co., Ltd., PRC) at a magnification of 
400. In each section scanned, at least five fields of 
view were examined and their photographs were 
taken. After standard processing of histological 
sections, they were preliminarily assessed using 
light microscope. As part of the study of each 
scanned specimen, at least five representative 
fields of view were analyzed under mandatory dig-
ital documentation (Fig. 1). The digital images 
obtained were opened using Fiji software [14]. 
This software is distributed as open source (free 
license GNU General Public License).

Modern digital devices use RGB technology to 
render color, in which any hue is created by com-
bining three essential colors – red, green, and blue. 
This combination determines the color of an indi-
vidual pixel, which is the smallest element of a digi-
tal image. Consequently, the combination of all 
these pixels forms the complete image we see on the 
screen.

The color of immunohistochemical staining was 
extracted from the general color set of digital photo-
graphs using the Color Deconvolution function, 
which allows separating the colors present in the 
image with known RGB parameters of the pixels, one 
of which (Colour [2]) determines the color of the 
marker (chromogen – 3,3′-diaminobenzidine 
(DAB)): Colour [2]: R2: 0,268 G2: 0,57 B2: 0,776. As 
a result of applying the color deconvolution function, 
an “isolated” color was obtained from the original 
digital photograph, corresponding to the DAB chro-
mogen (Fig. 2).

The images obtained during color deconvolution 
had clear negative staining, which was leveled out by 
adjusting the maximum and minimum threshold 
values for DAB staining before calculations were per-
formed (Fig. 3).

Next, the analyzed area of the image was manu-
ally selected, avoiding obvious artifacts (section 
folds, dye grains, etc.), the stratum corneum, and, if 
possible, skin appendages and large vessels. For each 
digital photograph, two separate areas were ana-
lyzed: one for the epidermis and one for the dermis, 
respectively. The border of the epidermis area was 
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Современные цифровые устройства исполь-
зуют технологию RGB для передачи цвета, в 
которой любой оттенок создается путем комби-
нации трех основных цветов – красного, зеленого 
и синего. Именно их сочетание определяет цвет 
отдельного пикселя, который является мини-
мальным элементом цифрового изображения. В 
результате совокупность всех этих пикселей фор-
мирует целостную картинку, которую мы видим 
на экране. 

Цвет иммуногистохмической окраски выде-
лялся из общего пула цветов на цифровой фото-
графии при помощи функции Color Deconvolution 
(цветовая деконволюция), которая позволяет 
разделять имеющиеся цвета на изображении с 
известными RGB параметрами пикселей и один 
из них (Colour [2]) определяет цвет маркера 
(хромоген – 3,3′-диаминобензидин (DAB)): 
Colour [2]: R2: 0,268 G2: 0,57 B2: 0,776. В резуль-
тате применения функции цветовой деконволю-
ции получали «изолированный» цвет из исход-
ной цифровой фотографии, соответствующий 
DAB хромогену (рис. 2). 

Полученные в результате цветовой деконво-
люции изображения имели очевидное фоновое 
окрашивание, которое перед проведением расче-
тов нивелировалось путем регулировки макси-
мального и минимального пороговых значений 
для окрашивания DAB (рис. 3). 

Далее в ручном режиме осуществлялось выде-
ление области анализа изображения, при этом не 
допускалось попадания в нее явных артефактов 

the basement membrane and the stratum lucidum. 
The dermis was examined from the basement mem-
brane down to the subcutaneous fat, if present. Each 
area was analyzed separately using Fiji software. The 
expression area was detected, which represents 
objective data obtained by calculating the DAB (anti-
gen expression area) staining area as a percentage of 
the selected area.

Similar measurements were done for each digital 
photograph (fi eld of view), and the data obtained 
were then transferred in a Microsoft Excel spread-
sheet. The spreadsheet included the number of anal-
ysis, number of image, as well as parameters for both 
the epidermis and dermis – both in the injured area 
and in the control area.

Statistical analysis of the data obtained was per-
formed using GraphPad Prism 10 software. For nor-
mal distributed data, the Shapiro-Wilk test was used 
separately for values of the epidermis and dermis in 
both the damaged and control areas. The analysis 
revealed non-normally distributed data, which 
prompted the use of the non-parametric Mann-
Whitney test (Mann-Whitney U-test or Wilcoxon 
signed-rank test).

RESULTS AND DISCUSSION
When evaluating the data obtained, it was found 

that the formation of abrasions and contused wounds 
due to blunt force trauma is accompanied by the 
expression of TNF-α in the damaged area both in the 
epidermis and in the dermis in comparison with 
intact skin from the control area.

Рис. 1. Цифровые фотографии образцов (А – контрольный; В – из области повреждения) с экспрессией TNF-α. 
Окрашивание – гематоксилин Майера. Увеличение ×400 

Fig. 1. Digital photographs of samples (A – from the control area; B – from the area of lesion) with TNF-α expression. 
Stained with Mayer’s hematoxylin. Magnifi cation ×400 
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According to the Shapiro-Wilk test results for 
both the epidermis and dermis, both data sets did 
not show a normal distribution at a signifi cance level 
of α = 0,05. For further analysis (sample compari-
son), the nonparametric Mann-Whitney test was 
used. The obtained results of comparing the TNF-α 
expression area for the epidermis from the area of 
lesion and from the control area (Fig. 4) indicate the 
presence of statistically signifi cant diff erences: 
p < 0,05 (0,0002), the diff erence between medians: 
–16,66, the rank sum for sample A (1189) is signifi -
cantly higher than for sample B (351).

(складки среза, зерна красителя и т.д.), рогового 
слоя кожи, а также, по возможности, придатков 
кожи, крупных сосудов. Для каждой цифровой 
фотографии было определено две отдельных 
области анализа: для эпидермиса и для дермы 
соответственно. Границей области исследования 
эпидермиса являлась базальная мембрана и бле-
стящий слой. Дерма исследовалась от базальной 
мембраны и до подкожно-жировой клетчатки 
при наличии таковой. Каждая из областей анали-
зировалась отдельно при помощи программного 
обеспечения Fiji – регистрировалась площадь 

Рис. 2. Цифровые фотографии образцов из контрольной области (А) и области повреждения (В). 
Иммуногистохимическое окрашивание с антителами к TNF-α после цветовой деконволюции 

с параметрами R2: 0,268; G2: 0,57; B2: 0,776. Увеличение ×400
Fig. 2. Digital photographs of samples from the control (A) and the lesion (B) areas. Immunohistochemical staining 

with antibodies to TNF-α after color deconvolution (R2: 0,268; G2: 0,57; B2: 0,776). Magnifi cation ×400

Рис. 3. Установленные пороговые значения для окрашивания DAB (3,3′-диаминобензидин). Увеличение ×400: 
А – образец из контрольной области; В – образец из зоны повреждения

Fig. 3. Threshold values for DAB (3,3’-diaminobenzidine) staining. Magnifi cation ×400:
A – sample from the control area; B – sample from the area of lesion 
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экспрессии, которая представляет собой объек-
тивные данные, полученные в результате расчета 
программой площади окрашивания DAB (пло-
щадь экспрессии антигена) в процентах относи-
тельно выделенной области.

Для каждой цифровой фотографии (поля зре-
ния) выполнялись аналогичные измерения, 
после чего полученные данные фиксировались в 
таблице Microsoft Excel. В таблице указывались 
маркировка исследования, номер снимка, а 
также соответствующие параметры как для эпи-
дермиса, так и для дермы – как в зоне поврежде-
ния, так и в контрольной области.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с помощью программного обеспече-
ния GraphPad Prism 10. Для оценки нормально-
сти распределения данных применяли критерий 
Шапиро – Уилка отдельно для показателей эпи-
дермиса и дермы как в зоне повреждения, так и в 
контрольной области. Анализ выявил отклоне-
ния от нормального распределения, что послу-
жило основанием для использования непараме-
трического критерия Манна – Уитни (U-критерий 
Манна – Уитни или ранговый критерий Уил-
коксона). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При оценке полученных данных было уста-

новлено, что образование ссадин и ушибленных 
ран при травме тупыми предметами сопровожда-
ется экспрессией TNF-α в зоне повреждения как в 
эпидермисе, так и в дерме в сравнении с интакт-
ной кожей из контрольной области. 

По результатам теста Шапиро – Уилка как для 
эпидермиса, так и для дермы оба набора данных 
не показали нормального распределения при 
уровне значимости α = 0,05. Для дальнейшего 
анализа (сравнения выборок) использовали 
непараметрический тест Манна – Уитни. Полу-
ченные результаты сравнения площади экспрес-
сии TNF-α для эпидермиса из области поврежде-
ния и из контрольной зоны (рис. 4) указывают на 
наличие статистически значимых различий: 
p < 0,05 (0,0002), разница между медианами: 
–16,66, сумма рангов для выборки A (1189) значи-
тельно выше, чем для выборки B (351).

Полученные результаты сравнения площади 
экспрессии TNF-α для дермы из области повреж-
дения и из контрольной области (см. рис. 4) ука-
зывают на наличие статистически значимых 
различий: p < 0,05 (0,0072), разница между 
медианами: –7,932, сумма рангов для 
выборки A (1132) значительно выше, чем для 
выборки B (408).

The obtained results of comparison of the area of 
TNF-α expression for the dermis from the lesion and 
control areas (Fig. 4) indicate the presence of statis-
tically signifi cant diff erences: p < 0,05 (0,0072), the 
diff erence between medians: –7,932, the sum of 
ranks for sample A (1132) is signifi cantly higher than 
for sample B (408).

Our study confi rms the reasonability of using 
specialized software for image analysis to evaluate 
the chromogenic staining (DAB) results. This 
approach off ers the following advantages: exclusion 
of artifacts during the area-of-interest selection 
stage; quantitative presentation of results of immu-
nohistochemical (IHC) study as objective numerical 
parameters (area in percentage of the selected 
region); elimination of the subjective factor in data 
interpretation; and intuitively comprehensible 
visualization of results that is intelligible for non-
specialists.

The study demonstrated that modern IHC 
methods open up new perspectives in forensic 
medicine, offering fundamentally new possibilities 
for molecular diagnostics. Innovative approaches 
allow forensic histologists and thanatologists to 
substantiate their conclusions at a new level 
totally, detecting molecular markers and subcellu-
lar changes that precede visible morphological 
transformations. The integrated use of these tech-
niques with modern computer technologies of 
image analysis is particularly informative. This 
enables objectively to solve diagnostic issues that 
previously were interpreted with much difficulties. 
At the current stage of forensic medicine’s devel-
opment, the synthesis of advanced laboratory 
methods and digital technologies significantly 
expands the scope of forensic examination capa-
bilities.

CONCLUSION 
Using objective and statistically significant data 

obtained through automated digital image pro-
cessing, we confirmed the informative value of 
TNF-α for diagnosing the vitality of injuries by its 
expression in both the epidermis and dermis com-
pared to a control area. Automated image analysis 
allows for standardization of the assessment of 
IHC results, increasing their accuracy and repro-
ducibility.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.
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методик с современными компьютерными тех-
нологиями анализа изображений. Это дает воз-
можность объективно решать диагностические 
задачи, которые ранее могли не поддаваться 
достоверной интерпретации. На современном 
этапе развития судебной медицины синтез пере-
довых лабораторных методов и цифровых техно-
логий существенно расширяет границы возмож-
ностей выполнения экспертизы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Статистически достоверно, на основании объ-

ективных данных, полученных в результате авто-
матизированной обработки цифровых изображе-
ний, подтверждена информативность примене-
ния маркера TNF-α для диагностики 
прижизненности повреждений путем оценки его 
экспрессии как в эпидермисе, так и в дерме при 
сравнении с контрольной областью. Автоматизи-
рованный анализ изображений позволяет стан-
дартизировать процесс оценки ИГХ реакции, 
повышая достоверность и воспроизводимость 
результатов исследований.
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