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Streszczenie

W medycynie sadowej praktyczne znaczenie ma obiektywne i w miar¢ mozliwosci jak najdokladniejsze ustalenie wie-
ku - czasu powstania stluczenia mézgu. W poprzedniej pracy autorzy omoéwili role w tym zakresie biatek cytoszkieletu
neuronu - neurofilamentéw. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie mozliwosci wykorzystania zjawiska angioge-
nezy w stluczeniach mézgu do okreslenia wieku sttuczen, na podstawie dotychczasowych badan na modelach zwie-
rzecych oraz w materiale ludzkim. W aktualnym przegladzie piSmiennictwa nie wykazano jednoznacznych danych,
ktére pozwolilyby stosowaé zmiany morfologiczne w angiogenezie do ustalania wieku stluczenia mézgu w praktyce
sadowo-lekarskiej. Z tych powoddw uzasadnione jest podjecie szerszych badan na materiale ludzkim.

Stowa kluczowe: zmiany naczyniowe, urazowe uszkodzenie mézgu, gesto$¢ mikronaczyn, barwienie
immunohistochemiczne.

Abstract

In the forensic medicine, objective and, if possible, the most accurate determination of the age — the time of the brain
contusion, has practical significance. In our previous work, we discussed the importance of the neuron cytoskeleton
proteins — neurofilaments, in this area. The purpose of this paper is to present the possibilities of using the phenom-
enon of angiogenesis in the brain contusions, to determine its age, on the basis of previous studies in animal models
and in human biological material. The current review of the literature showed no conclusive data that would allow use
morphological changes in angiogenesis to determine the age of the brain contusion in forensic medical practice. For
these reasons, it is reasonable to take a broader research on the human material.

Key words: traumatic brain injury, vascular reactions, microvessel density, immunohistochemical staining.

Wprowadzenie Introduction

Angiogeneza jest procesem powstawania no- Angiogenesis is the process of formation of new
wych naczyn wlosowatych - kapilar - w czasie zy-  capillary blood vessels during ontogeny after birth.
cia osobniczego po urodzeniu. Proces ten po raz  The process was first described by Judah Folkman
pierwszy opisal Judah Folkman w 1971 r. [1]. Tra-  in 1971 [1]. It is traditionally differentiated from the
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dycyjnie odréznia si¢ go od procesu waskulogenezy
zachodzacego przede wszystkim w czasie rozwoju
embrionalnego (2, 3].

W angiogenezie nowe naczynia wlosowate po-
wstaja w nastepstwie proliferacji komoérek srodbton-
ka z istniejacych zytek pozawlosowatych (postcapil-
lary venules). Natomiast w waskulogenezie naczynia
te powstaja z angioblastow (wywodzacych sie z ko-
lei z hemangioblastéw), stanowigcych komdrki ma-
cierzyste dla naczyn i zaliczanych do tzw. komoérek
pnia (stem cells) [3, 4]. Pojecie neowaskularyzacji
z progenitoréow szpikowych (tzw. waskulogenezy
postnatalnej) obejmuje tworzenie nowych naczyn
krwionosnych z rekrutowanych ze szpiku komdrek
progenitorowych srodblonka (EPCs), ktérych gtow-
nymi markerami blonowymi sg antygeny: CD133,
CD34, CD31, oraz receptor czynnika wzrostu §rod-
blonka naczyn VEGFR-2 [5, 6].

W czasie zycia osobniczego tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych towarzyszy wielu procesom fi-
zjologicznym (np. regeneracji blony sluzowej trzonu
macicy w cyklu miesiecznym, owulacji, implantacji
zarodka do blony §luzowej macicy i tworzeniu fozyska,
cyklicznemu wzrostowi wloséw, rozwojowi gruczo-
téw sutkowych itd.) oraz wielu stanom chorobowym
(przede wszystkim rozrostowi nowotwordw litych)
[3]. Angiogenezie przypisuje si¢ duze znaczenie prak-
tyczne w procesie tworzenia ziarniny podczas gojenia
ran, w procesach niedokrwienia i niedokrwiennego
uszkodzenia narzagdow, podczas odczynéw zapalnych
w organizmie, a takze we wspomnianej wyzej biologii
i klinice nowotwordw zlosliwych [2-4].

Angiogeneza w medycynie sadowe;j

Dotychczas podjeto niewiele prob wykorzystania
oceny procesu angiogenezy lub ekspresji zaangazo-
wanych w niego czynnikéw w praktyce medyczno-sa-
dowej. Jednym z przykltadéw mozliwych zastosowan
jest immunohistochemiczna ocena ekspresji naczy-
niowo-$rodblonkowego czynnika wzrostu (VEGEF)
w wycinkach ptuc w celu diagnostyki réznicowej
wstrzasu septycznego [7]. W cytowanym badaniu
ekspresja tego biatka byta istotnie nizsza w poréwna-
niu z grupg kontrolng i grupa przypadkéw zgonow
w przebiegu wstrzasu hipowolemicznego. Kolejnym
kierunkiem badawczym, analizowanym zaréwno
w modelach zwierzecych [8], jak i na materiale ludz-
kim [9, 10], jest ocena wieku ran na podstawie immu-
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process of vasculogenesis which mainly occurs dur-
ing embryonic development [2, 3].

In angiogenesis, new capillaries are produced by
proliferation of endothelial cells from pre-existing
postcapillary venules. In contrast, in vasculogenesis
the vessels develop from angioblasts (derived from
hemangioblasts) which constitute progenitor cells
for blood cells and are classified as the so-called
stem cells [3, 4]. The concept of neovascularization
from bone marrow progenitors (the so-called post-
natal vasculogenesis) refers to the formation of new
blood vessels from bone marrow-recruited endothe-
lial progenitor cells (EPCs) whose main membrane
markers are antigens CD133, CD34 and CD31 and
the vascular endothelial growth factor receptor
VEGFR-2 [5, 6].

During ontogeny, the process of formation of
new blood vessels accompanies a range of physi-
cal processes (e.g. endometrial regeneration in the
menstrual cycle, ovulation, embryonic implanta-
tion in the endometrium and placental formation,
hair growth cycle, development of the mammary
glands, etc.) and a number of pathological condi-
tions (mostly the growth of solid tumours) [3]. An-
giogenesis is thought to have great practical impor-
tance in the process of granulation tissue formation
during wound healing, in processes of ischaemia
and ischaemic organ damage, during inflammatory
reactions occurring in the body and in the above-
mentioned biology and clinics of malignant cancers
[2-4].

Angiogenesis in forensic medicine

To date, there have only been a few attempts to
use the assessment of the angiogenesis process — or
the expression of factors involved in it — in medico-
legal practice. One example of possible applications
is the immunohistochemical assessment of vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) expression in
lung tissue specimens in the differential diagnosis of
septic shock [7]. In the cited study, the expression of
the protein was significantly lower in relation to the
control group and the group of deaths from hypovo-
laemic shock. Another research direction, which is
pursued both in animal models [8] and the human
material [9, 10], is the assessment of wound age on
the basis of the immunohistochemical expression
of factors involved in the formation of new blood
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nohistochemicznej ekspresji czynnikéw zwigzanych
z tworzeniem nowych naczyn krwiono$nych i limfa-
tycznych oraz hipoksja tkankows, takich jak CD31,
czynnik von Willebranda (vWF), VEGE podoplani-
na, ORP150 i izoformy syntazy tlenku azotu (NOS)
[8-11]. Na uwage zastuguja takze proby wykorzy-
stania oceny pourazowej ekspresji cyklooksygenaz
COX-11COX-2 wmozgu [12]. Odrebny problem sta-
nowig diagnostyka i szacowanie wieku zawalu mie-
$nia sercowego na podstawie zmian naczyniowych
w trakcie przebudowy (remodelingu) uszkodzonego
obszaru. Pierwsze badanie w tym obszarze dotyczyto
oceny ekspresji mRNA dla VEGF [13]. Stwierdzono,
ze ekspresja tego proangiogennego czynnika jest wy-
soka w miesniowce gtadkiej i makrofagach otaczajg-
cych strefe objeta zawatem. Ocena gestoéci naczyn
limfatycznych (D2-40+) i krwiono$nych (CD34+)
wykazala, ze angiogeneza w sercu wyprzedza limfan-
giogeneze [14]. Obiecujagcym czynnikiem, ktdrego
ekspresja, jak stwierdzono, szybko wzrasta w obsza-
rze niedokrwienia i niedotlenienia kardiomiocytow,
jest czynnik indukujacy hipoksje 1 (HIF-1a), zaanga-
zowany w procesy regulacji angiogenezy [15].

Mechanizmy angiogenezy

Mechanizmy angiogenezy, waskulogenezy i neo-
waskularyzacji z progenitoréw szpikowych sa po-
dobne [3]. Na wszystkich etapach obu proceséw do-
chodzi do zlozonych interakcji miedzy komoérkami
$ciany naczyn, czynnikami regulatorowymi i ma-
cierzg pozakomdrkowa (ECM) [4]. W angiogenezie
uczestniczg réznego rodzaju endogenne czynniki
modulujace pochodzenia komérkowego, zaréwno
pobudzajace, jak i hamujace wzrost naczyn, nale-
zace do grupy cytokin i czynnikéw wzrostowych,
wytwarzane przez komorki srédblonka, makrofagi
i plytki krwi [2, 3].

Endogenne czynniki pobudzajace wzrost naczyn
to: VEGF-A, lozyskowy czynnik wzrostu (PIGE),
czynnik martwicy nowotworéow o (TNF-a), plyt-
kowo-pochodny czynnik wzrostu (PDGEF), tlenek
azotu (NO), kwasny czynnik wzrostu fibroblastow
(aFGF), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF), angiopoetyna 1 i 2, transformujacy czynnik
wzrostu B (TGF-B). Do endogennych czynnikéw
hamujacych wzrost naczyn nalezg m.in.: angiostaty-
na, endostatyna, trombospondyna 1, czynnik plyt-
kowy 4 (PF 4) i interferon a (IFN-a).

and lymphatic vessels, and tissue hypoxia - includ-
ing CD31, von Willebrand factor (vWF), VEGE,
podoplanin, ORP150 and NOS (nitric oxide syn-
thase) isoforms (NOS) [8-11]. Also noteworthy are
the attempts to use the assessment of post-traumatic
expression of cyclooxygenases COX-1 and COX-2
in the brain [12]. A separate problem relates to the
diagnostics and estimation of the age of myocardial
infarction based on vascular changes arising during
the remodelling of the damaged area. The first study
in this line of research assessed the expression of
mRNA for VEGF [13]. The study showed the expres-
sion of this proangiogenic factor to be high in the
smooth muscle and in the macrophages surround-
ing the infarcted area. An assessment of the density
of lymphatic (D2-40+) and blood (CD34+) vessels
revealed that angiogenesis in the heart proceeded
lymphangiogenesis [14]. A promising factor, whose
expression has been demonstrated to rise rapidly in
the area of cardiomyocytes ischaemia and hypoxia
is hypoxia-inducible factor la (HIF-1a), which is
involved in angiogenesis regulation processes [15].

Mechanisms of angiogenesis

The mechanisms underlying angiogenesis, vas-
culogenesis and neovascularization from bone mar-
row progenitors are similar [3]. All stages of the
processes comprise complex interactions between
vascular wall cells, regulator factors and the extra-
cellular matrix (ECM) [4]. Angiogenesis involves
various types of endogenous modulating factors of
cellular origin, both stimulating and inhibiting vas-
cular growth, belonging to the group of cytokines
and growth factors, produced by endothelial cells,
macrophages and blood platelets [2, 3].

Endogenous factors stimulating vascular growth
include VEGF-A, placental growth factor (PIGF),
tumour necrosis factor o (TNF-a.), platelet-derived
growth factor (PDGF), nitrogen oxide (NO), acid-
ic fibroblast growth factor (aFGF), basic fibroblast
growth factor (bFGF), angiopoietin 1 and 2, and
transformic growth factor B (TGF-B). In contrast,
endogenous factors inhibiting vascular growth are,
among others, angiostatin, endostatin, thrombos-
pondin 1, platelet factor 4 (PF4) and interferon o
(IFN-a).

An example of an exogenous angiogenesis-stim-
ulating factor is prolonged oxygen deprivation in
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Przykladem egzogennego czynnika pobudzajace-
go angiogeneze jest dlugotrwale niedotlenienie ko-
morek — przewlekta hipoksja, obecna np. w guzach
nowotworowych, zwigzana z dysproporcja miedzy
masg i liczbg komdrek nowotworowych a siecig na-
czyn, z przewaga tkanki nowotworowej, stymulujaca
komorki do wydzielania substancji proangiogennych,
takich jak HIF-1. Egzogenne czynniki pobudzajace
angiogenez¢ maja takze znaczenie w sekwencji faz za-
palenia, niedokrwienia i ,,stresu” komérkowego [2, 3].

Kluczowa role w regulacji procesu tworzenia na-
czyn krwionos$nych, zaréwno angiogenezy, jak i wa-
skulogenezy i neowaskularyzacji, a takze procesu
tworzenia naczyn limfatycznych (limfangiogenezy)
odgrywa wymieniona juz grupa bialek VEGF (-A,
-B, -C, -D, -E), ktéra wplywa gléwnie na komorki
srédblonka wyscielajace powierzchnie wewnetrzne
ukladu sercowo-naczyniowego, stymulujac je do
proliferacji, migracji i syntezy enzyméw z grupy
proteaz trawigcych macierz pozakomorkows, co
umozliwia tworzenie nowych naczyn (neoangioge-
neze) [2-4]. Obecnie, dzigki postepom immuno-
histochemii, komorki $rodblonka moga by¢ ziden-
tyfikowane w tkankach z wykorzystaniem réznych
markeréw - znacznikéw na ich powierzchni, np.
CD34, CD31, vWF (tabela I) [5]. W praktyce naj-
czesciej stosowany jest antygen 34 — CD34 (nazwa
zwyczajowa: Gp105-120) [16].

Antygen CD34 to bialko transblonowe o masie
czasteczkowej 115 kDa, uczestniczace w adhezji, tj.
przyleganiu do siebie, komoérek srodblonka oraz ich
migracji podczas powstawania i dojrzewania nowych
naczyn [17]. Antygen ten wystepuje takze w blonie
komoérkowej wielu komdrek hematopoetycznych
szpiku kostnego. Ekspresje CD34 obserwuje sie
w poczatkowych stadiach rozwoju EPCs oraz we
wezesnych etapach tworzenia nowych naczyn [16].
Wraz z dojrzewaniem i réznicowaniem sie komo-
rek macierzystych $rédblonka nasilenie ekspresji
tego antygenu na powierzchni tych komdrek maleje,
w zwiazku z czym CD34 jest bardzo czesto uzywany
jako znacznik nowo powstajacych naczyn przy okre-
slaniu ich gestosci, m.in. w guzach nowotworowych.

Innym przydatnym markerem komorek $rod-
blonka jest antygen CD31 (nazwa zwyczajowa:
PECAM-1, PIt GPIIa, endocam), biorgcy udzial
w adhezji do nich komérek zapalnych (leukocytow)
[16]. Wartos¢ diagnostyczna VWE, ktory takze jest
skladnikiem komorek $rédblonka i byt pierwszym
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cells - chronic hypoxia accompanying, for example,
cancerous tumours, related to the disproportion be-
tween the weight and number of cancer cells and the
vascular network, with a dominance of the cancer-
ous tissue, stimulating cells to secrete proangiogenic
substances such as HIF-1. Exogenous factors stimu-
lating angiogenesis also have an important function
in the sequence of phases of inflammation, isch-
aemia and cellular stress [2, 3].

A key role in regulating the formation of blood
vessels (angiogenesis, vasculogenesis and neovascu-
larization) and lymphatic vessels (lymphangiogen-
esis) is attributed to the above-mentioned group of
VEGEF proteins (-A, -B, -C, -D, -E) which affect pri-
marily the endothelial cells lining the internal sur-
faces of the cardiovascular system and stimulating
them to proliferate, migrate and synthesize protease
enzymes which digest the extracellular matrix, thus
promoting the formation of new blood vessels (neo-
angiogenesis) [2-4]. At present, owing to advances
in immunohistochemistry, endothelial cells can be
identified in tissues by using a range of markers on
their surface, e.g. CD34, CD31 or vWF (Table I) [5].
In practice, the most frequently used marker is an-
tigen 34 — CD34 (cluster of differentiation 34; com-
monly referred to as Gp105-120) [16].

Antigen CD34 is a transmembrane protein with
a molecular weight of 115 kDa which participates in
adhesion, i.e. attachment of endothelial cells one to
another, and their migration during the formation
and maturation of new blood vessels [17]. The anti-
gen is also found in the cellular membrane of many
haematopoietic bone marrow cells. CD34 expres-
sion is observed in the initial development stages
of EPCs and in the early stages of new blood vessel
formation [16]. The process of maturation and dif-
ferentiation of endothelial stem cells is paralleled by
a decrease in the expression of this antigen on the
cell surface, which is why CD34 is very common-
ly used as a marker of newly formed blood vessels
for determining their density, e.g. in cancerous tu-
mours.

Another useful marker of endothelial cells is an-
tigen CD31 (commonly called PECAM-1, Plt GPIIa,
endocam) which is involved in the adhesion of in-
flammatory cells (leukocytes) to endothelial cells
[16]. However, the diagnostics value of the VWE,
which is also found in endothelial cells and was the
first immunohistochemical marker to be used for
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Tabela I. Markery komérek srédbtonka wykorzystywane do identyfikacji mikrounaczynienia tkanek
Table I. Endothelial markers used for identification of tissue microvascularization

Marker

Ligand

adresyna, CD15
addressin, CD15

selektyny CD62E, P, L
selectins CD62E, P, L

CD31 (PECAM-1)

CD31 na komérkach endotelialnych, leukocytach
CD31 on endothelial cells, leukocytes

CD34 L-selekt}/na

L-selectin
CD36 trombospondyha, kolagen

thrombospondin, collagen
CD49e f!bronekt}/na

fibronectin

integryna LFA-1, MAC-1
CD54 (ICAM-1) integrin LFA-1, MAC-1
CD58 (LFA-3) CD2

CD62E (E-selektyna)
CD62E (E-selectin)

antygen Sialyl-Lewis-X i inne weglowodany
Sialyl-Lewis-X antigen and other carbohydrates

CD62P (P-selektyna)
CD62P (P-selectin)

PSGL-1, CD24, CD62E

CD102 (ICAM-2)

LFA-1

CD105

TGFB-1, TGFB-3

CD106 (VCAM-1)

integryna VLA-4
integrin VLA-4

CD141 (trombomodulina)
CD141 (thrombomodulin)

trombina
thrombin

CD144 (VE-kadheryna)
CD144 (VE-cadherin)

interakcje homotypowe
homotypic interactions

ETBR ET-1

efryna B2

ephrin-B2 EphB4

EphB4 efryna B2
ephrin-B2

Tie-2 angiopoetyny
angiopoietins

VEGFR-2 VEGF

VWE czynnik VIII
factor VIII

aktywny wychwyt LDL
active uptake of LDL

receptor zmiatajacy
scavenger receptor
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markerem immunohistochemicznym wykorzysty-
wanym do ich identyfikacji oraz identyfikacji zmian
naczyniowych, jest obecnie ograniczona z powodu
niskiej czutosci i czestych trudnosci w interpretacji
wynikéw, w zwigzku z odczynem barwnym podloza
jako skutkiem obecnosci tego antygenu w surowicy
krwi krazacej.

Wstepem do angiogenezy jest aktywacja ko-
morek $rodblonka mikrokrazenia, w czasie kto-
rej dochodzi do peknig¢ i cze$ciowej utraty blony
podstawnej, z miejscowym uwalnianiem wyzej wy-
mienionych cytokin i czynnikéw wzrostowych [2, 3].
Ubytki w blonie podstawnej umozliwiajg paczkowa-
nie komorek srodbtonka, a takze perycytow, do ota-
czajacej macierzy pozakomorkowej, w otaczajacej
przestrzeni pozanaczyniowej. Rozprzestrzenianie
sie paczkujacych komorek srédbtonka w macierzy
pozakomorkowej stanowi proces inwazyjny, wyma-
gajacy wspoldziatania aktywatoréw plazminogenu
i metaloproteinaz (MMPs). Paczkujace komorki
srédblonka zostaja unieruchomione, lacza sie ze
soba i w nowo powstajacych naczyniach wlosowa-
tych wytwarza sie¢ blona podstawna. Schematycznie
proces angiogenezy przedstawiono na rycinie 1.

Angiogeneza w o$rodkowym uktadzie nerwo-
wym (OUN) ma istotne znaczenie dla prawidtowego
rozwoju i funkcjonowania tego uktadu [4]. Najwiek-
sze zainteresowanie badaczy wzbudza angiogeneza
zwigzana z pierwotnymi nowotworami mézgu (gle-
jaki wielopostaciowe, gwiazdziaki, oponiaki, naczy-
niaki krwionoéne) oraz angiogeneza w przebiegu
chordéb naczyniowych i zwyrodnieniowych mozgu,
np. po udarze moézgu czy w chorobie Alzheimera
[18, 19]. Ocena gestosci mikrounaczynienia w gu-
zie nowotworowym i jego bezposrednim otoczeniu
moze miec istotne znaczenie prognostyczne, a takze
decydowac o kwalifikacji do terapii antyangiogennej
tzw. lekami biologicznymi [5, 20].

W neuropatologii sadowej, przydatnej w praktyce
sadowo-lekarskiej, badania angiogenezy moga by¢ po-
mocne w ustalaniu czasu powstania zmian urazowych
w OUN w postaci sttuczenia pétkul mézgu, co wynika
z dotychczas poczynionych obserwagji [21, 22].

Angiogeneza po mechanicznym urazie
mozgu

Nastepstwem urazéw mechanicznych glowy go-
dzacych z duzg lub bardzo duzg silg, bez wzgledu
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the identification of endothelial cells and detection
of vascular changes, is currently limited because of
its low sensitivity and frequent difficulties with the
interpretation of results related to the colour reac-
tion of the substrate as a result of the presence of the
antigen in the circulating blood serum.

A stage preceding angiogenesis is the activa-
tion of microcirculatory endothelial cells involving
ruptures and partial loss of the basement mem-
brane with a local release of the above-mentioned
cytokines and growth factors [2, 3]. Defects in the
basement membrane enable the sprouting of en-
dothelial cells and pericytes into the surrounding
extracellular matrix in the adjoining extravascular
space. The spread of sprouting endothelial cells in
the extracellular matrix is an invasive process which
requires joint action by plasminogen activators and
matrix metalloproteinases (MMPs). The sprouting
endothelial cells become immobilized and join one
another, and the basement membrane arises in the
newly formed capillary vessels. The process of an-
giogenesis is shown schematically in Figure 1.

Angiogenesis in the central nervous system (CNS)
has a crucial significance for the correct development
and functioning of the system [4]. The attention of
researchers is mainly drawn to angiogenesis associ-
ated with primary brain tumours (glioblastomas, as-
trocytomas, meningiomas, haemangiomas) and an-
giogenesis accompanying vascular and degenerative
diseases of the brain, e.g. stroke or Alzheimer’s dis-
ease [18, 19]. An assessment of microvascular den-
sity in cancerous tumours and their immediate sur-
roundings may have an important prognostic value
and determine eligibility for antiangiogenic therapy
with the so-called biologic drugs [5, 20].

In forensic neuropathology, which is useful in
medico-legal practice, studies of angiogenesis may
be helpful in establishing the time of occurrence of
traumatic lesions in the CNS manifesting as cerebral
hemisphere contusions, as shown by observations
made in this field to date [21, 22].

Angiogenesis after mechanical brain
injury

Mechanical injuries to the head sustained during
exposure to large or very large forces, regardless of
the circumstances in which they arise, may result in
focal damage to peripheral cortico-subcortical areas
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Ryc. 1. Schemat pogladowy procesu angiogenezy
Fig. 1. The scheme of the angiogenesis process

na okoliczno$ci ich powstania, moze by¢ ogniskowe
uszkodzenie obwodowych, korowo-podkorowych
okolic potkul mézgu, okreslane jako stluczenie mo-
zgu [22]. Uszkodzenie to we wczesnym okresie po
urazie ma posta¢ wylewéw krwawych z martwica
tkanki nerwowej w ich obrebie (ryc. 2.). W miare
uplywu czasu od urazu zmiany te ulegaja resorpcji
i organizacji wskutek proceséw naprawczych zacho-
dzacych w obrebie nieuszkodzonej tkanki w bez-

around cerebral hemispheres which is referred to as
brain contusion [22]. In the early post-injury peri-
od, damage present as haemorrhages accompanied
by the necrosis of the nervous tissue within the in-
jury site (Fig. 2). As the time post-injury progresses,
the lesions are affected by resorption and organiza-
tion due to repair processes occurring within the
undamaged tissue immediately adjacent to the con-
tusion [23]. One of the structural elements of the re-
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Ryc. 2. Obraz mikroskopowy sttuczenia mézgu w barwieniu standardowym hematoksyling i eozyng (A)
i w barwieniu Turbulla, ujawniajacym ztogi hemosyderyny (B)

Fig. 2. Microscopic image of brain contusion in standard staining with hematoxylin and eosin (A) and in Tur-
bull’s staining disclosing haemosiderin deposits (B)

posrednim sasiedztwie sttuczen [23]. Jednym z ele-
mentéw strukturalnych proceséw naprawczych jest
stwierdzana w czasie badania histopatologicznego
proliferacja naczyn wlosowatych o pobudzonych
srodblonkach, stanowigca wyktadnik morfologicz-
ny angiogenezy (ryc. 3.).

Ostatnio coraz czgsciej analizuje sie procesy na-
prawcze w OUN w kontekscie tzw. jednostki neurowa-
skularnej, ktora tworzg trzy kompartmenty/przedzialy
— neurony, glej (gtéwnie astroglej) i naczynia [24, 25].

Badania na zwierzetach

Jedno z pierwszych badan regeneracji srédbton-
ka po eksperymentalnym urazie mézgu u szczurdéw
wykazalo, ze regenerujace (tj. wychwytujace znacz-
nik BrdU - 5-bromo-2-deoksyurydyne, analog ty-
midyny) komorki $réddblonka byty widoczne naj-
wczesniej po 2 dniach od urazu (dzien pdzniej niz
pozostale komorki), natomiast najwiekszy wzrost
ich liczby zanotowano w 3. dniu [26].

Skold i wsp. wykazali, Ze mechaniczny uraz mé-
zgu u szczuréw szczepu Sprague Dawley skutkuje
indukcja ekspresji mRNA oraz biatka VEGF i jego
receptorow VEGFR1 (Flt-1) i VEGFR2 (Flk-1),
zaréwno w miejscu urazu, jak i wokot niego [27].
Badania Tado i wsp. z wykorzystaniem bewacizu-
mabu (monoklonalnego przeciwciata anty-VEGF)
udowodnily, ze zwigkszona ekspresja VEGF po ura-
zie mdzgu jest zwigzana ze zmniejszaniem obszaru

pair processes is the proliferation of capillaries with
stimulated endothelium which is identified during
the histopathological examination and represents
the morphological marker of angiogenesis (Fig. 3).
Recent years have seen an increased interest in
the analysis of repair processes occurring in the CNS
in the context of the so-called neurovascular unit
which is composed of three compartments: neurons,
glia (mainly astroglia) and blood vessels [24, 25].

Animal studies

One of the first studies focused on endothelial
regeneration following experimental brain injury in
rats showed that regenerating endothelial cells (i.e.
those taking up the BrdU marker - 5-bromo-2-de-
oxyuridine, an analogue of thymidine) were first de-
tected two days after the injury (one day later than
other cells), and the highest increase in their count
was noted on the third day [26].

Skold et al. have demonstrated that a mechanical
brain injury in Sprague Dawley rats induces the ex-
pression of mRNA, VEGF protein and its receptors
VEGFRI (Flt-1) and VEGFR2 (Flk-1), both in the in-
jury site and around it [27]. Studies conducted by Tado
et al. using bevacizumab (monoclonal anti-VEGF an-
tibody) have provided evidence that an increased ex-
pression of VEGF following cerebral injury is linked to
a decrease in the necrotic area, without participating in
the formation of post-injury oedema [28].
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martwicy, natomiast nie bierze udzialu w powsta-
waniu obrzeku pourazowego [28].

Guo i wsp. zweryfikowali do$wiadczalnie hipote-
z¢ o mobilizacji komérek CD34+ do krwi obwodo-
wej i OUN po urazowym uszkodzeniu moézgu (TBI)
u szczuréw szczepu Wistar. Wykorzystali w tym celu
cytometri¢ przeptywowa i barwienie immunohisto-
chemiczne przeciwcialem anty-CD34. Stwierdzili
Scisty korelacje pomiedzy wzrostem liczby komorek
CD34+ krazacych we krwi obwodowej a intensywno-
$cig procesu angiogenezy w mozgu zwierzat [6]. W in-
nym badaniu autorzy ci potwierdzili istnienie liniowej,
ujemnej korelacji miedzy rekrutacjg komorek CD34+
do miejsca uszkodzenia a wzrostem przepuszczalno-
$ci bariery krew-mozg na skutek urazu [29].

Badania na materiale ludzkim

W aktualnie dostepnym pismiennictwie dostep-
ne s nieliczne publikacje dotyczace badania angio-
genezy w przypadkach sttuczen mézgu u ludzi. Kla-

Ryc. 3. Obraz mikroskopowy sttuczenia mézgu w bar-
wieniu przeciwciatem anty-CD34: u osoby zmartej
w krétkim czasie po urazie (A), osoby zmartej 12 go-
dzin po urazie (B) i osoby zmartej 7 dni po urazie (C)
Fig. 3. Microscopic image of the brain contusion in
staining with anti-CD34 antibody: the person who
died in a short time after the injury (A), the person
who died 12 h after injury (B) the person who died
7 days after injury (C)

Guo et al. have verified experimentally the hy-
pothesis concerning the mobilization of CD34+ cells
into the peripheral blood and the central nervous
system after traumatic brain injury (TBI) in Wistar
rats. The study was based on flow cytometry and im-
munohistochemical staining using anti-CD34 anti-
body. A close correlation was identified between an
increase in the number of CD34+ cells circulating in
peripheral blood and the intensity of the angiogene-
sis process in the animal brain [6]. In another study,
the same research team confirmed a negative linear
correlation between the recruitment of CD34+ cells
into the injury site and increased permeability of the
blood-brain barrier as a result of injury [29]

Studies on the human material

The currently available literature only contains
a few publications devoted to the studies of angio-
genesis in brain contusion in humans. A classic
microscopic study using the Gomori staining pro-
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sycznym badaniem mikroskopowym w barwieniu
metoda Gomoriego stwierdzono obecno$¢ prolife-
rujacych naczyn wlosowatych w okolicy stluczenia
modzgu u os6b zmarlych w drugiej potowie pierw-
szego tygodnia po urazie [22].

Na uwage zastuguja informacje zawarte w dwoch
monografiach z dziedziny neuropatologii sagdowej
dotyczace odczynu naczyniowego w stluczeniach
mozgu. Wedlug autoréw, od ok. 5.-7. dnia po ura-
zie czaszkowo-mdzgowym zaczyna sie proliferacja
naczyn penetrujacych w ognisko stluczenia w czasie
toczacej si¢ fagocytozy uszkodzonej tkanki i osigga
plateau ok. trzeciego tygodnia, a nastepnie zmniej-
sza sie w miare uptywu miesiecy i lat [30, 31].

Hausmann i Betz podjeli probe wykorzystania
metod immunohistochemicznych do doktadniej-
szego ustalenia wieku stluczen moézgu [21]. W tym
celu zbadali ekspresje bialek strukturalnych macie-
rzy pozakomorkowej oraz btony podstawnej naczyn,
ktére biorg udziat zaréwno w naprawie uszkodzonej
$ciany naczynia, jak i w tworzeniu nowych naczyn -
angiogenezie w obszarze uszkodzenia narzadu. Byty
to bialka macierzy pozakomorkowej: laminina, ko-
lagen typu IV i tenascyna, oraz markery komdrek
srédblonka, tj. trombomodulina i czynnik VIII. La-
minina to biatko blon podstawnych umozliwiajace
wigzanie ich struktur ze sobg. Kolagen typu IV to
biatko bezstrukturalne blon podstawnych. Tenascy-
ny sg biatkami biorgcymi udzial w adhezji i migracji
komorek, obecnymi w czasie organogenezy, uszko-
dzenia tkanek i gojenia ran. Trombomodulina z ko-
lei to kofaktor o dzialaniu przeciwzakrzepowym,
zwigzany z wigzaniem trombiny. Czynnik VIII sta-
nowi marker komoérek srodbtonka.

Wyzej wspomnieni autorzy zbadali grupe oséb
zmarlych wskutek urazu czaszkowo-moézgowego
ze sttuczeniem moézgu oraz grupe oséb zmartych
z przyczyn nieurazowych, gtéwnie chorobowych.
Laminina i kolagen typu IV okazaly si¢ nieprzydat-
ne do ustalenia wieku stluczenia mézgu, poniewaz
wykazywaly jednakowg ekspresje w obu badanych
grupach. Badajac odczyn naczyniowy przy zasto-
sowaniu metod immunohistochemicznych dla te-
nascyny, trombomoduliny i czynnika VIII, stwier-
dzono zmiany ich ekspresji w otoczeniu ogniska
sttuczenia w poréwnaniu z obszarami odleglymi —
w zaleznosci od czasu, jaki uptynal od urazu moézgu.
Odczyn dla czynnika VIII wystepowal po 3 godzi-
nach, dla tenascyny - po 1,6 dnia, dla trombomo-

Arch Med Sad Kryminol 2015; vol. 65: 112-124

cedure has revealed the presence of proliferating
capillary vessels around the brain contusion site in
patients who died in the middle of the first week
post-injury [22].

Also worth noting are the findings included in
two forensic neuropathology monographs, con-
cerning the vascular reaction in brain contusion.
According to the authors, the period around 5 to 7
days after craniocerebral injury represents the onset
of the proliferation of blood vessels penetrating into
the contusion focus during the ongoing phagocy-
tosis of the damaged tissue, which plateaus around
the third week and then decreases over the course of
subsequent months and years [30, 31].

Hausmann and Betz have undertaken an attempt
to apply immunohistochemical methods for a more
accurate determination of the age of brain contusion
[21]. To this aim, they investigated the expression
of the extracellular matrix and vascular basement
membrane proteins which are involved both in the
repair of the damaged vessel wall and in the forma-
tion of new vessels: angiogenesis within the organ
injury site. They were the extracellular matrix pro-
teins: laminin, type IV collagen, tenascin and endo-
thelial cell markers, i.e. thrombomodulin and fac-
tor VIII. Laminin is a protein present in basement
membranes which allows the binding of their struc-
tures. Type IV collagen is a non-structural basement
membrane protein. Tenascins are proteins taking
part in cellular adhesion and migration, which are
present during organogenesis, tissue damage and
wound healing. Thrombomodulin is a co-factor
with anticoagulant properties which is involved in
thrombin binding. Factor VIII is a marker of endo-
thelial cells.

The above-mentioned authors examined a group
of people who died from craniocerebral injury with
cerebral contusion and a group of individuals who
died from non-traumatic (mainly disease-related)
causes. Laminin and type IV collagen failed to dem-
onstrate suitability for determining the age of brain
contusion, as they exhibited the same expression in
both study groups. An investigation of the vascular
reaction by means of immunohistochemical meth-
ods for tenascin, thrombomodulin and factor VIII
showed changes in their expression in the vicinity
of the contusion focus compared to distant sites —
depending on the period elapsed after brain injury.
For factor VIII, the reaction occurred after 3 hours,
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duliny - po 6,8 dnia, i utrzymywat si¢, odpowiednio:
6 dni - 4 tygodnie, 1-4 tygodnie i 1-2 tygodnie — od
urazu glowy [21, 32, 33].

Autorzy badania przy okreslaniu wieku stlucze-
nia mézgu wiagza nadzieje z badaniem tenascyny
i trombomoduliny, natomiast ekspresja czynnika
VIII moze by¢ problematyczna, zwlaszcza we wcze-
snym okresie po urazie, poniewaz wykazuje on sta-
ba reakcje takze w $rédblonkach moézgéw grupy
kontrolne;j.

Zdaniem autoréw powyzsze wyniki nie dajg jesz-
cze podstaw do wykorzystania tych metod w prak-
tyce sadowo-lekarskiej w celu ustalenia wieku sttu-
czenia mozgu i wymagaja potwierdzenia w dalszych
eksperymentach.

Ponadto w interpretacji wynikéw tego rodza-
ju badan nalezy pamieta¢ o nietraumatycznych
zrodtach neowaskularyzacji w moézgu, ktére moga
stanowi¢ przyczyne mozliwych trudnosci interpre-
tacyjnych i orzeczniczych. Moze to by¢ obecnosé¢
u zmarlego skutkéw ischemii zaréwno przewleklej
(choroba nadci$nieniowa i zaawansowana miazdzy-
ca naczyn mozgowych), jak i wokdt i w strefie udo-
wodnionego, przebytego wczesniej udaru moézgu
(nalozenie si¢ i konieczno$¢ réznicowania angioge-
nezy ,poudarowej” i ,pourazowej”). Na podstawie
wlasnej praktyki medyczno-sadowej autoréw nale-
zy jednak zaznaczy¢, ze jest to sytuacja wyjatkowa
(w badanej grupie kilkuset losowo wybranych ofiar
autorzy nie stwierdzili takiego przypadku).

Whioski

Niejednoznaczne stwierdzenia dotyczace zalez-
no$ci migdzy wystgpieniem, nasileniem i zanikiem
procesu angiogenezy w bezposrednim otoczeniu
stluczen moézgu a czasem od urazu zawarte w pi-
$miennictwie specjalistycznym obecnie nie stano-
wig podstawy do okreslenia wieku stluczenia mo-
zgu w medycynie sagdowej. Dlatego tez zasadne jest
podjecie dalszych badan w tym zakresie na materia-
le ludzkim (takie badania sg aktualnie prowadzone
przez autoréw niniejszej pracy i beda przedmiotem
kolejnych doniesien).

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.

for tenascin - after 1.6 days, and for thrombomodu-
lin - after 6.8 days, and was sustained for 6 days —
4 weeks, 1-4 weeks and 1-2 weeks after head injury,
respectively [21, 32, 33].

With regard to determining the age of brain con-
tusion, the authors of the study place their hopes on
tenascin and thrombomodulin assays, whereas the
expression of factor VIII can be problematic, par-
ticularly in the early period post-injury, because it
demonstrates a weak reaction also in the cerebral
endothelia of the control group.

In our view, the results outlined above are not
a sufficient basis justifying the application of the
proposed methods in medico-legal practice for de-
termining the age of brain contusion, and they re-
quire validation by further experiments.

Furthermore, the interpretation of results yield-
ed by such studies must take into consideration
non-traumatic causes of cerebral neovascularization
which may be a potential source of difficulties with
the interpretation and issue of medico-legal opin-
ions. An example of such a situation involves the
presence of ischaemic effects — both chronic (hyper-
tensive disease and advanced cerebral atherosclero-
sis) and existing around and within the site of a con-
firmed prior stroke (the overlapping and the need
to differentiate between “post-stroke” and “post-in-
jury” angiogenesis). However, based on the authors’
own medico-legal practice, it must be stressed that
such situations are exceptional (not a single case has
been identified in a group of several hundred ran-
domly selected victims).

Conclusions

Reports on correlations existing between the de-
velopment, severity and regression of the process of
angiogenesis in the immediate brain contusion area
and time elapsed after injury which are found in the
specialist literature are ambiguous, and consequent-
ly fail to provide a basis for determining the age of
brain contusion in forensic medicine. Therefore,
further research in this field, based on the human
material, is needed. Such studies are currently being
conducted by the authors of the present paper, and
will be reported in future publications.

The authors declare no conflict of interest.
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