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Adli Bilimlerde DNA Metilasyonlar1 Kullamilarak Bireysel Yas
Tahmini

Kenan Yanar® Sedef Aksungur™

0Oz: Kimliklendirmenin saglanmasinda yas tahmini oldukca énemlidir. Yas
tahmini genellikle iskelet ve dis kalintilarinin incelendigi antropolojik ve
odontolojik caligmalarla gerceklestirilir. Dislerin stirme safhalari, kafata-
s1 siiturlar1 kaynasma safhalari, kaburga kemiklerinin sternal uglar gibi
belirli tipte ve sinirli sayida kalintilarin incelendigi ¢alismalarin ciddi si-
nirhhiklar vardir. Bu simirhhklar ise yaslanma boyunca kademeli degisim
gosteren biyomolekiillerin incelendigi molekiiler mekanizmalarin arastiril-
masiyla giderilmistir. Bunlar; mitokondriyal DNA delesyonlarinin, telomer
kisalmalarinin, ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGEs), aspartik asit rase-
mizasyonunun (AAR) ve sjTRECsin (kandaki T-lenfosit hiicre DNA’la-
rnn yeniden diizenlenmesiyle olusan spesifik DNA’larin) incelendigi
yontemlerdir. Bu yontemlerinde belirli tipteki drneklere uygulanabilmesi,
bagisiklig1 etkileyen durumlarda hatali sonuglara neden olmasi ve uygu-
lamiginda karsilagilan diger teknik problemler nedeniyle ciddi sinirhiliklar
mevcuttur. Diger alanlarda, metilasyon temelli yas tahmin algoritmalarinin
gelistirildigini rapor eden galismalar adli bilimlerde DNA metilasyonla-
rinin kullanimina dikkatleri cekmistir. Bell ve ark. (2014) tarafindan ya-
pilan calismada kisinin metilasyon profilinin zamanla degistigi ve bunun
yas tahmininde kullanilabilecegi belirtilmistir. Geligsmeleri takiben yapilan
caligmalar DNA metilasyonlarinin olay yerinde karsilasilabilecek hemen
hemen her dokuda, yiiksek dogrulukta yas tahmini yapmaya olanak sagla-
digini belirtmistir. Bu derlemede adli bilimler alaninda DNA metilasyonlar
kullanilarak gergeklestirilmis ¢alismalar hakkinda bilgi vererek cesitli yas
tahmin algoritmalarinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara katki olmak
amaclanmgtir.
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Individual Age Estimation Using DNA Methylation in Forensic
Science

Abstract: Age estimation is very important in providing forensic identifi-
cation. Age estimation is usually made by anthropological and odontologi-
cal studies examining skeletal and dental remains. Studies examining certa-
in types and a limited number of remains, such as eruption stages of teeth,
fusion stages of skull sutures, and sternal ends of rib bones, have serious
limitations. These limitations were overcome by investigating the molecu-
lar mechanisms of biomolecules that show gradual changes during aging.
These include; mitochondrial DNA deletions, telomere shortening, advan-
ced glycation end products (AGEs), aspartic acid racemization (AAR) and
sjTRECs (specific DNAs formed by rearrangement of T-lymphocyte cell
DNA:s in the blood). These methods have serious limitations as they can be
applied to certain types of samples, cause incorrect results in cases affec-
ting immunity, and other technical problems in their application. Studies
reporting the development of methylation-based age estimation algorithms
in other fields have drawn attention to the use of DNA methylations in
forensic science. In the study conducted by Bell et al. (2014), it was stated
that the methylation profile of a person changes over time, and this can
be used in age estimation. Studies carried out following the developments
stated that DNA methylations allow high-accuracy age estimation in almost
every tissue that can be encountered at the crime scene. This review, it is
aims to contribute to the development of various age estimation algorithms
by giving information about the studies carried out using DNA methylati-
ons in the field of forensic sciences.
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Giris

Adli bilimlerde olay yerindeki kalintilarin incelenerek bireylerin kimliklendiril-
mesinin saglandig1 calismalar icin, bireyin yas tahminini yapabilmek son derece
onemlidir. Bugiine kadar olay yerinde rastlanilan gesitli kalintilardan yas tahmi-
ni yapabilmek icin kullanilabilen, farkli yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen
bu yontemlerin ¢ogu iskelet ve dis kalintilarinin morfolojik analizlerine dayal
antropolojik ve odontolojik incelemelerin yapildig1 yontemlerdir. Iskelet kalin-
tilarindan; kafatasi stiturlarimin kaynagma safhalarinin, uzun kemiklerin epifiz
kaynasma safhalarinin, kaburga kemiginin sternal ucunun, pubik simfizisin, coxa
kemiginin auricular yiizeylerinin incelendigi yontemler ve bunlarin birkacinin
birlikte kullanildig1 kompozit yontem yas tahmini yapmaya imkan veren antropo-
lojik yontemlerdir (Ceker, 2018).

Odontolojik yontemler ise insanlarin oyok olmayan kimlikleri” olarak nite-
lendirilen temel islevi besinlerin mekanik sindirimini saglamak olan dislerin in-
celendigi yontemlerdir (Sagir, 2013). Yas tahmini yapmak amaciyla kullanilan
odontolojik yontemler genellikle dislerde zamanla meydana gelen gelisimsel ve
dejeneratif degisikliklerin incelendigi yontemlerdir (Sagir, 2013). Yas tahminleri
genellikle cocuklarda gecici ve siirekli dislerin gelisim asamalarinin ve siirme
zamanlarinin, erigkinlerde ise siirekli dislerde meydana gelen morfolojik ve bi-
yokimyasal degisimlerin incelenmesi ile iki ana déneme ayrilarak yapilmaktadir
(Akay vd., 2018). Bu incelemelerde dis formasyonu ve siirmesi, dis tacinin ya-
pisal artigi, sekonder dentin tortulanmasinin ve kokte dentin sertlesmesi olarak
bilinen kok transparanliginin incelendigi pulpa-dentin kompleksi, disin kimyasal
bilesimi, disin 6zgiil agirhgl, sement kalinlig1, dental asinma, dis rengi ve den-
tal dokularin fliioresanligina yonelik belirlemeler yapilarak yas tahmini miimkiin
olmaktadir (Yilmaz, 2014). Yas tahminine olanak saglayan bu yodntemler ge-
nellikle aragtirmacilarin adiyla adlandirilmistir (Ceker, 2018). Logan ve Kron-
feld, Schour ve Massler, Gleiser ve Hunt, Nolla, Demirjian, Goldstein ve Tan-
ner olarak ifade edilen, gelistirilen bazi yontemlere ait isimlerdir. (Sagir, 2013).
Gelistirilen her yontemin kendi icinde avantaji olmakla beraber sinirliliklar da
mevcuttur. Hem antropolojik hem odontolojik yontemlerin baslica sinirhliklar
ise sadece belirli tipte ve sinirli sayidaki kalintilarda calisilabilmesi, radyasyon
analizleri gibi canli bireylerde zararl olabilecek teknik uygulamalar icermesi ve
olay yerinde karsilasilan tiikiiriik, vajinal sivi, meni gibi diger bircok dokudan
belirleme yapmaya imkan vermemesidir (Freire-Aradas vd., 2017). Bu neden-
le arastirmacilar mevcut sinirhiliklarin giderilmesi amaciyla morfolojiden ziyade
yaslanmayla iligkilendirdikleri molekiiler mekanizmalar inceleyerek molekiiler
yaklasimlarin uygunlugunu arastirmislardir.

Meisnerr ve Ritz-Timme (2010) tarafindan yapilan ¢alismada yaslanmanin
doku ve organlarda émiir boyu biriken birtakim degisikliklere neden oldugu belir-
tilerek, yaslanmayla iliskili bulunan molekiiler mekanizmalarin yas tahminlerinde
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kullanilabilecegi belirtilmistir (Freire-Aradas vd., 2017). Molekiiler mekanizma-
lar iceren yontemler, temelde biyomolekiillerin yaslanma siireci boyunca goster-
digi kademeli degisimlerin belirlenmesiyle yas tahminine olanak saglar.

Metilasyon Temelli Yas Tahmin Calismalar:

Gelistirilen molekiiler yontemlerde 5 farkl biyomolekiiliin degisim miktarlari in-
celenerek yas tahmini yapildig1 belirtilmistir. Bunlar; mitokondriyal DNA deles-
yonlarinin, telomer kisalmalarinin, ileri glikasyon son iirtinlerinin (AGEs), aspar-
tik asit rasemizasyonunun (AAR) ve signal-joint T-cell Receptor Excision Circles
(sjTRECs) T hiicrelerinin incelendigi yontemlerdir (Freire-Aradas vd., 2017;
Hong vd., 2019; Shi vd., 2018; Xin vd., 2019). Bu yontemlerden mitokondriyal
DNA, telomer ve T hiicrelerin incelendigi yontemler DNA bazli iken glikasyon
son driinlerinin ve aspartik asit rasemizasyonunun incelendigi yontemler protein
bazhdir. Bu yontemlerin hepsinin 6zel kullanim alanlar ve kullanimini kisitlayan
sinirhliklar: mevcuttur.

ATP iiretimi icin gerekli olan glikoz ve lipid oksidasyonunun serbest radi-
kal salinimiyla mitokondriyal DNA dizilerinde delesyonlara neden olarak hasar
olusturduklar1 bilinmektedir (Freire-Aradas vd., 2017; Koch ve Wagner, 2011).
Yapilan caligmalarda mitokondriyal DNA dizilerindeki delesyon miktarlarinin
yasla birlikte artis gosterdigi ve bu nedenle yas tahminlerinde kullanilabileceginin
diistiniildiigii belirtilmigtir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson 2018). Sonraki yapi-
lan galigmalarda ise yas tahmini saglayabilecek 4977 niikleotid delesyonu keg-
fedildigi belirtilmistir. Bu metodun kullaniminda karsilasilan teknik problemler
ve giivenli yas araliklarinin belirlenebilmesi i¢in yaslar1 20’nin altinda ve 70’in
iistiindeki bireylerde calismalara ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenlerden dolay1 adli
bilimlerde kullanimi engellenmektedir (Freire-Aradas vd., 2017).

Kromozom uglarinda bulunan TTAGGG tekrar dizilerinden olusan her mitotik
hiicre boliinmesinde telomeraz enzim aktivitesiyle kisalan telomerlerin yapisin-
daki degisikliklerin belirlenmesiyle yas tahmini yapilabilecegi ¢ne siiriilmiistiir.
Bu siirecin yasa bagl etkisini kaybettigi belirtilerek telomer kisalmasininda mi-
tondriyal DNA delesyonlarinda oldugu gibi teknik nedenlerden dolay1 kullanimi
uygun goriilmemektedir (Freire-Aradas vd., 2017).

Aspartik asit rasemizasyonu ise hata orani1 £3 yil olacak sekilde en dogru yas
tahmini saglayan metottur (Freire-Aradas vd., 2017). Rasemizasyon L ve D enan-
tiomerlerinin birbirine dontisiimiiyle gerceklesen kimyasal bir siirectir.

Yaglanmayla beraber artis gosteren D-aspartik asit miktarinin kromotografik
olciimlerle belirlendigi bu yontemin 6zellikle dentin tabakasina uygulanabilecegi
belirtilmektedir(Akay, 2018). Yiiksek dogruluk saglamasina ragmen bu yontemin
oldukga zarar verici oldugu ve bu nedenle genis 6lcekli uygulamalara olanak ver-
medigi belirtilmektedir.
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Zubakov vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada kandan yas tahminlerinde
dogru ve giivenilir sonuglar verdigi belirtilen sjTRECs yonteminin kullanimi 6ne-
rilmistir (Gunn vd., 2014 ; Vidaki ve Kayser 2013). SJTREC yo6ntemi, kandaki
T-lenfosit hiicre DNA’larinin yeniden diizenlenmesiyle olugsan spesifik DNA’larin
incelendigi yontemdir. Kisinin yasami boyunca yasa bagh olarak sjTREC miktar-
larinda diisiis yasandig1 bilinmektedir. Hata orani yaklasik +9 yilla ortalama bir
tahmin imkani saglamasina ragmen bu yontemin sadece kan 6rneklerine uygula-
nabilmesi ve bagisiklik sistemini etkileyen hastaliklarin tahmin dogrulugunu de-
gistirebilmesi gibi nedenlerden dolay1 kullanimi kisitlanmaktadir (Freire-Aradas
vd., 2017; Parson 2018).

Adli bilimler disindaki alanlarda yapilan ¢alismalarda genom boyu metilasyon
analizleriyle belirlenen CpG bélgelerini iceren, cesitli veri kiimelerinde validas-
yonu yapilmis cesitli yas tahmin algoritmalari rapor edilmistir (Park vd., 2016).
Ulagilan bu sonuglar adli bilimlerde yas tahminlerinde mevcut yontemlerin sinir-
liliklarim giderebilecek diger bir molekiiler mekanizma olan DNA metilasyonla-
rinin kullammina dikkatleri cekmistir. Bell ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
kisinin metilasyon profilinin zamanla degistigi ve bunun yas tahmininde kulla-
nilabilecegi belirtilmistir (Grskovic vd., 2013). Yapilan calismalarda dokularda
yaslanmaya bagli olarak DNMT1 metiltransferazin ilerleyen etki kaybiyla global
DNA metilasyonlar azalirken bazi spesifik genlerde yasa bagh hipermetilasyon-
larin arttig1 belirtilmistir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson, 2018; Yi vd., 2014).
Yasanan bu gelismelerle birlikte yas tahminine olanak saglayan CpG bdlgeleri ve
bu bolgelerin metilasyon profillerinin arastirildig: cesitli calismalar yapilmistir.
Yapilan cesitli calismalar yasla-iligkili CpG bélgelerini iceren DNA metilasyon
markerlarinin yetiskinlerde iyi derecede yas tahminine olanak sagladigim belirt-
mistir (Shi vd., 2018).

Koch ve Wagner (2011) tarafindan yapilan calismada “HumanMethylation27
BeadChip” teknigiyle dermis, epidermis, servikal smear, T hiicre ve monosit
kiimelerinde “Pavlidis Template Matching” teknigiyle yaslanma boyunca stirekli
hipermetile olan 19 CpG bélgesi belirlenmistir. Bu lokuslardan hipermetile olan
NPTX2, TRIM58, GRIA2 ve KCNQ1DN dort lokusu ve hipometile olan bir diger
BIRC4BP lokusunu iceren donér yasini belirlemede kullanilacak bir model gelis-
tirilmistir (Graskovic vd.,2013; Kader ve Ghai vd., 2015; Lee vd., 2016; Vidaki
vd., 2013; Koch ve Wagner, 2014).

Gelistirilen bu model validasyonun saglanmasi icin cesitli hiicre ve dokular-
dan olugan birbirinden bagimsiz 8 veri kiimesinde arastirilmistir (Koch ve Wag-
ner, 2014; Parson, 2018).

Biitiin dokularda (tiikiiriikteki/lokositler ve bukkal epiteller, periferik kandaki/
l6kositler, kordon kam ve periferik kandaki/CD*HPC, periferik kandaki/lenfo-
sitler, kordon kanindaki/CB MNC, periferik kandan/kanin tiimii, meme organin-
dan/meme doku, tiikiiriikten bukkal epitel hiicreler) 5 CpG bolgesindeki, DNA
metilasyonlarinin yasa bagh olarak degisiklik gosterdigi belirtilmistir (Koch ve

46



K. Yanar, S. Aksungur: Adli Bilimlerde DNA Metilasyonlari Kullanilarak Bireysel Yas Tahmini

Wagner, 2014). Tahmin edilen yas ve gercek kronolojik yas arasinda yaklasik 11
yullik farklilik bulunmus olup bu teknigin cesitli hiicreler iceren 6rneklerden yas
belirlemede kullanilabilecegi belirtilmistir. Dogruluk tahmininde kargilagilan fark
biiyiik olmasina ragmen 2011 yilinda yapilan bu ¢alisma diger birgok calismaya
temel olusturmus dikkatleri bu konu iizerine ¢ekerek 6ncii olma niteligi tasimak-
tadir (Koch ve Wagner, 2014; Parson, 2018).

Bockland vd. (2011) tarafindan yapilan calismada EDARADD (Edar-Associ-
ated Death Domain), TOM1L1 ve NPTX2 (Neuronal Pentraxin II) lokuslarinin
promotorlari incelenerek ve yalnizca 2 CpG bdlgesinin tiikiiriik 6rneklerinde +5,2
yil tahmin dogruluguyla kullanilabilecegini agiklanmistir (Graskovic vd., 2013;
Gunn vd., 2014; Lee vd., 2016; Parson, 2018; Vidaki vd., 2013; Shi vd., 2018).

Garagni vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ELOVL2, FHL2 ve PENK3
lokuslarindaki DNA metilasyonlarinin yasla iligkili oldugu belirtilmistir (Lee, 2016;
Parson, 2018). Kan érneklerinde 0.92 spearman korelasyon katsayisiyla yas tahmini
icin en umut verici marker ELOVL2 olarak tammlanmistir (Parson, 2018).

Hannum vd. (2013) tarafindan 71 CpG bolgesi igeren 3,9 yil hata payiyla tahmin
dogrulugu yiiksek nicel bir yas tahmin modeli gelistirilmistir (Lee vd., 2016).

Horvath (2013) “Illumina Infimum Methylation BeadChip” 27K ve 450K tek-
nikleriyle secerek inceledigi 8,000 6rnekle 3,6 yil hata payiyla yiiksek dogrulukla
genis bir doku yelpazesinde yags tahmini saglayan 353 CpG bolgesi iceren bir model
gelistirmistir (Freire-Aradas vd., 2017; Horvath, 2013; Lee vd., 2016; Xin vd., 2019).

Yi vd. (2014) tarafindan yapilan caligmada kan orneklerinde yasla beraber
onemli 6l¢lide korelasyon gosteren DN A metilasyon bolgelerini iceren 8 gen frag-
ment izole edilerek kimliklendirilmistir (Yi vd., 2014). Sequenom MassARRAY
teknolojisiyle belirlenen DNA metilasyon seviyelerinin sekiz fragmanda yasa
6zgii oldugu bu nedenle ayn yas gruplarinda bireysel ayirim yapmak igin uygun
olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda gen¢ donor grubuna kiyasla yash gruptan
incelenen orneklerde bazi CpG bélgelerinin 6nemli metilasyon farki gosterdigi
rapor edilmistir (Yi vd., 2014).

Incelenen sekiz fragmanin gelisimsel siireglerde 6nemli rol oynayan TBOX3
(Geligimsel transkripsiyon faktor kodlayan T-box gen), GPR137 (bobrek gelisi-
minde regiilasyonu saglayan G-protein kapili reseptér), ZIC4 ( ZIC ¢inko par-
mak protein ), ZDHHC22 (iyon kanallarinin kontroliinde gérevli enzim), MEIS1
(normal gelisimde 6nemli homeobox protein), UBE2E1 (proteinlerin ubikitas-
yonunda gorevli enzim), PTDSS2 ( hiicre sinyalizasyonu ve apoptoziste gorevli
fosfatidilserin metabolizmasindan sorumlu gen) ve UBQLNT1 (presenilin protein
ailesinin isleyisinde gorevli ubiquilin) lokuslarinda yer aldig1 rapor edilmistir (Yi
vd., 2014). Bu 8 lokusun yagla beraber korelasyon gosteren metilasyon pater-
nlerine sahip olmasi nedeniyle yas tahmini i¢in markir olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Shi vd., 2018; Yi vd., 2014).

Weidner vd. (2014) tarafindan yapilan calismada cg022228185 (ASPA),
€g25809905 (ITGA2B) ve cgl17861230 (PDEC)bélgesine yakin CpG bdlgesi
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ile beraber toplamda 3 CpG bolgesi kullanilarak kan érneklerinden yas tahmini
yapmak icin model gelistirilmistir. Gelistirilen bu modelde tahmin dogrulugu
+5.43 yil olarak belirlenmistir (Freire- Aradas vd., 2017; Jung vd., 2019; Lee vd.,
2016; Park vd., 2016; Parson, 2018).

Zbiec-Piekarska vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada kan orneklerinden
yas tahmini yapabilmek i¢in pirosekanslama teknigi kullanilarak ELOVL2 loku-
su arastirllmistir. Bu calismada ELOVL2 lokusunun promotor bolgesinde yagsla
beraber giiclii korelasyon gosteren marker olarak 6.85 hata payiyla ayrim giicii
yliksek olabilecek 2 CpG bolgesi kesfedilmistir (Lee, 2016; Parson, 2018). Ya-
pilan bu calismay: takiben daha yiiksek dogrulukla yas tahmin modeli gelistir-
mek amaciyla ilave markerlari iceren ¢alismalar yapilmistir. Bu calismalarin ilki
ELOVL2, CLorf132/MIR29B2C, TRIM59, KLF14 ve FHL?2 lokuslarinin tama-
mini iceren, tahmin dogrulugu +3.40 yil olarak belirlenen modeldir (CorreiaDi-
as vd., 2020; Freire- Aradas vd., 2017; Jung vd., 2019; Park vd., 2016; Parson
2018). Bu model Weidner ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen modelin aksine
hem tiikiirtik hem kan érneklerinde kullanilabilmektedir (Jung vd., 2019).

CpG bolgelerine ¢ok yakin bolgelerin incelendigi, yeni markerlarin gelisti-
rilmesine olanak veren calismalar her defasinda ELOVL2 lokusunun yas tahmi-
ninde cok yiiksek dogruluk gosterdigini ortaya koymustur (Freire- Aradas vd.,
2017). Bu nedenle gelistirilen her modelde bu lokusun olmasina dikkat edilmistir.
flging bir sekilde Lee ve ark. (2015) tarafindan semen érneklerinden yas tahmini
yapabilmek icin gerceklestirilen 6ncii ¢caligmalarin hicbirinde ELOVL2 lokusu
kullamlmamustir (Freire- Aradas vd., 2017).

Bunun nedeninin ise DNA metilasyonlarinin doku farklilasmasina baglh olarak
farkl yolaklarda rol alan germinal hiicrelerde meydana gelmesi, somatik hiicre ve
germinal hiicrelerde gerceklesen metilasyon farkliliklar olabilecegi belirtilmistir
(Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016).

Lee vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada TTCB genindeki cg06304190 bol-
gesi, NOX4 genindeki cg06979108 bolgesi ve cg12837463 bolgelerini iceren tahmin
dogrulugu yiiksek bir model gelistirilmigtir. Aym1 zamanda TTCB geninin spermde
yasa bagh olarak DNA metilasyon degisiklikleri gosterdigi ve bu nedenle semen 6r-
neklerinde yas tahmini i¢in marker olabilecegi belirtilmistir (Lee vd., 2016).

Bekaert vd. (2015) tarafindan yas tahminlerindeki hata oranlarinin, yasa bagh
olarak nasil degistiginin arastirildig: bir calisma yapilmustir. Yapilan bu ¢alismada
20 yas kategorisi olusturularak, yine kendi gelistirdikleri modelle ASPA, PDE4C,
ELOVL2 ve EDARADD lokuslari kandan yas tahmini yapmak i¢in kullanilmigtir
(Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016). Bu model ayn1 zamanda dislerden ytik-
sek dogrulukla yas tahmini yapabilecegi belirtilmistir (Lee vd., 2016).

Park vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada kandan yas tahmini yapabilmek
icin DNA metilasyonlarinin incelendigi ZNF423, ELOVL2 ve CCDC102B lo-
kuslarin iceren tahmin dogrulugu +3.16 olan bir model gelistirilmistir (Freire-
Aradas vd., 2017; Park, 2016). CCDC102B lokusunun yas tahmini icin uygunlu-
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gu daha 6nceden Zbiec-Piekarska ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismalarda
rapor edilmigtir (Freire- Aradas vd., 2017).

Zubakov vd. (2016) tarafindan bir 6nceki calismaya paralel olarak yapilanm
calismada kandan yag tahmini saglayan ELOVL2, FHL2, DUSP27, ORAOV1
lokuslarindaki 8 CpG bélgesini igeren, tahmin dogrulugu £5.19 olan bir model
gelistirilmistir. Tiim markirlarin, ge¢ baslangichi Alzheimer hastalig1 olan hasta-
larda degismemis DNA metilasyon durumuna ve yas tahmin kapasitesine sahip
oldugu bulunmustur (Graskovic vd., 2013; Freire- Aradas vd., 2017).

Giuliani vd. (2016) tarafindan gerceklestirilen ayni zamanda tamamlanan
ticiincii calismada ise dis 6rneklerinden yas tahmini saglayan, ELOVL2,FHL2 ve
PENK lokuslarindaki 5-13 CpG bélgesi iceren modeldir. Bu bélgeler yasla iyi bir
korelasyon sergileyen cesitli DNA metilasyon biyomarkirlari olarak belirlenmis-
tir. (Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016).

Eipel vd. (2016) tarafindan yapilan calismada Weidner ve ark. (2014) tarafindan
kan icin gelistirilen model buccal epitel 6rneklerde denenmis ve dogruluk tahmini
+ 14,6 y1l olarak belirlenmistir (Freire- Aradas, 2017; Jung, 2019). Buna gore 3 CpG
bolgesinin doku-spesifik oldugu belirlenmistir (Jung, 2019). Yapilan bu ¢alismada
PDEA4C (cg17861230) lokusunun yas ile korelasyonunun buccal epitel ve tiikiiriik
orneklerinde kandan daha giiclii oldugu goriilmiistiir (Freire- Aradas vd., 2017).
Buccal epitel hiicrelere-spesifik CpG bolgelerinin belirlenebilmesi icin yapilan
caligmalar yas tahmini icin yeni bir modelin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu
model 3 kan-spesifik marker icerirken 2 buccal epitel-spesifik marker ilave edilmis
olup dogruluk tahmini +5,1 yil olarak gézlenmistir (Jung vd., 2019).

Tikirigliin hem lokositler hem buccal epitel hiicreler icermesinden dolay1
tiikiiriik 6rneklerinde de benzer durumla kargilagilmistir.

Hong vd. (2017) SST, CNGA3, KLF14, TSSK6, TBR1 ve SLC12A5 lokusla-
rinda 6 CpG bdlgesini tiikiiriik i¢in yasla ilgili marker olarak belirlemigken hiicre-
spesifik PTPN7 lokusuyla bu alt1 lokusun birlikte kullaniminin daha dogru sonuc-
lar verecegi diistintilmiistiir. Yapilan ¢calismada sadece 6 lokusun dogruluk tahmini
14,1 yil iken hiicre-spesifik lokusun eklenmesiyle olusan 7 lokusun dogruluk
tahmini +3,2 y1l olarak belirlenmistir (Hong vd., 2019; Jung vd., 2019; Vidaki
vd., 2018). Yapilan bu calismayla hiicre-spesifik markerin Eipel vd. tarafindan
yapilan buccal epitel hiicreleri ¢alismalarinda gozlemlendigi kadar énemli sonug
degisikligine neden olmadig1 gériilmiistiir (Hong, 2019; Jung, 2019).

Dahasi yapilan arastirmalarla birgok dokuda yas iligkisini belirleyen bu mar-
kerlarin sadece tiikiiriik gibi heterojen sivi drneklerinin ayrilmasinda degil diger
doku ve siv1 6rneklerinin birbirinden ayrilmasi icinde kullamish olabilecegi be-
lirtilmistir (Hong vd., 2019). Bu dogrultuda Hong vd. tarafindan yapilan model-
de hiicre-spesifik marker icersin ya da icermesin 6 yas iliskili markerden 3’{iniin
(ELOVL2, KLF14 VE SLC12A5) hem kan hem tiikiiriik 6rneklerinde korelasyon
gosterdigi belirtilmistir (Jung vd., 2019).
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Naue vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada massive paralel sekanslamayla
kana spesifik yas belirlemede kullamilan DNA metilasyon markerlarinin beyin, kas
ve kemik gibi diger dokulardaki profilleri incelenmistir (Naue vd., 2018). Yapi-
lan calismada daha 6nceden kandan yas tahmininde belirlenmis spesifik 13 bol-
ge (DDO1, ELOVL2, F5, GRM2, HOXC4, KLF14, LDB2, NKIRAS2, RPA2,
SAMD10, TRIM59, MEIS1 ve ZYG11A) yas arali1 O ile 87 arasinda degisen 29
merhum kisiden alinan 6rneklerde arastirilmistir. Alinan beyin, kemik, kas, buccal
epitel ve kan drneklerinde massive paralel sekanslama teknigi kullamlmistir (Corre-
iaDias vd., 2020; Naue vd., 2018). Yapilan bu ¢alismada hesaplanan Sparman kore-
lasyon katsayilar1 13 lokusun tamaminin yasla ilgili olmadiin 6zellikle 7 tanesinin
(ELOVL2, DDO1, KLF14, TRIM59, ZYG11A, RPA2, NKIRAS?2) yasla beraber
giiclii korelasyon gosterdigini ortaya cikarmistir (Naue vd., 2018; Vidaki vd., 2018).
LDB2 lokusunun yasa bagli olarak kanda yiiksek oranda metilasyon gosterirken ayni
zamanda sadece kemikte yiiksek sonug verdigi belirtilmistir. Kanda yiiksek oranda
metilasyon gosteren MEIS1 lokusunun buccal epitel érneklerde de makul diizeyde
sonug verdigi belirtilmistir SAMD10 lokusunun ise sadece kandaki metilasyonunda
istatistiksel 6neme ulastig1 gortilmiistiir. Diger markerlerin dokularin hepsinde degil
de bircogunda yasa baghlik gosterdigi belirtilmistir HOXC4 ve GRM2 lokuslarinin
kemik harig biitiin dokularda gozlendigi belirtilmistir (Naue vd., 2018).

ZYG11A lokumunun biitiin dokularda yasa bagh degisim gosterirken kemik
ve beyinde DNA metilasyon seviyelerinde yasa bagl olarak degisim diisiik egri-
lerde gozlenmistir. Bu nedenle bu lokusun marker olarak kullaniminda oldukca
hassas metotlarin gerekliligi vurgulanmistir.

Yapilan calismada hem segilen markerlerin ¢ogunun analiz edilen dokula-
rin bircogunda degisiklik gosterdigi hem de DNA metilasyon seviyelerinin de
dogumdan 6liime kadar olan siirecte degiskenlik gosterdigi belirtilmistir (Naue,
2018). Gergeklestirilen bu pilot calisma sonuglarina gore ELOVL2, DDOI1,
KLF14, TRIM59, ZYG11A, RPA2, NKIRAS? lokuslar1 yas tahminde doku-spe-
sifik modellerin gelistirilmesinde umut verici olmustur (Naue vd., 2018).

Shi vd. (2018) tarafindan yapilan calismada ¢ocuklarda yas tahminini gelisti-
rebilmek icin klasik yontemler olan iskelet ve dis 6rneklerinin incelenmesine ila-
ve olarak DNA metilasyon markerlarinin birlikte kullammi cahsilmistir (Shi vd.,
2018). Yapilan bu calismada yaslan 6 ile 15 arasinda degisen 124 cocugun (78
erkek 46 kiz) iskelet yaslar1 (SA) GP,TW3-RUS ve TW3- Carpal metodlarla, dis
yaglar1 (DA) Demirjian ve Willems metodlariyla belirlenmistir. Yas spesifik CpG
bélgelerinin belirlenebilmesi igin rastgele secilen 48 ¢cocuktan Illumina HumanMet-
hylation450 BeadChip teknigiyle DNA metilasyon profillemesi yapilarak 5 CpG
bélgesi belirlenmistir. Bu 5 CpG bdlgesinin droplet dijital PCR teknigiyle 124 ¢o-
cuga validasyonu yapilarak erkekler icin 4 CpG kizlar icin ise 5CpG bolgesinin
kullanimi uygun goriilmiistiir. Bu CpG bélgeleri DDO (endokrin ve merkezi sinir
sitemlerinde 6nemli rol oynayan D-aminoasitleri regiile eden enzim kodlayan gen),
PRH? (hiicrenin gelisimsel siireclerinde énemli rol oynayan transmebran protein-
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leri kodlayan gen), DHX8 (mutasyonu embriyolarda RNA splayz mekanizmasinda
kusurlara neden olan DEAH polipeptid ailesi iiyesi), ITGA2B (kanama bozuklukla-
riyla iliskili integrin alfa protein ailesi tiyesi) ve Illumina kimlik numarasi 22398226
olan bilinmeyen bir gene ait lokuslardir (Shi vd., 2018). iskelet yasinin (SA) belir-
lenmesinde kullanilan metotlardan en iyi 6l¢iim erkeklerde TWE-RUS metodu olup
hata oranm 0,69 y1l iken kiz ¢ocuklarda GP metodu olup hata oram 0,74 y1l olarak
olclilmiistiir. Dis yasinin (DA) belirlenmesi ise hem kizlarda hem erkeklerde en iyi
olciim erkeklerde hata orani 0,63 yil kizlarda 0,54 yil olarak Willems kullanilarak
gerceklestirilmistir. Iskelet yasinin, dis yasinin ve DNA metilasyon markerlarinin
birlikte kullanilarak yapilan yas 6l¢tiimlerinde ise erkeklerde 0,47 yil kizlarda 0,33
yi1l hata oranlariyla yiiksek dogrulukta yas tahminleri gerceklestirilmistir ( Shi vd.,
2018; Vidaki vd., 2018). Yapilan bu calisma sonuglarina gore bu tekniklerin bir-
lestirilmesiyle gelistirilecek modellerin, yiiksek dogruluk oraniyla yas belirlemede
kullanimi oldukga avantajhidir (Shi vd., 2018).

Jung vd. (2019) tarafindan yapilan calismada ELOVL2, FHL2, KLF14,
C1orf132/MIR29B2C ve TRIM59 lokuslarindaki 5 CpG bolgesinin DNA meti-
lasyonlarini arastirmistir (Jung, 2019). Kan, tiikiiriik ve buccal epitel 6rneklerden
olusan 448 ornekte multiplex metilasyon SNaPshot teknigi kullanilarak 5 CpG
bolgesinin metilasyon profili incelenmistir (Jung vd., 2019). Multiplex meti-
lasyon SNaPshot teknigi pirosekanslama teknigiyle dogru degerlendirilemeyen
KLF14 lokusunun daha iyi arastirilmasina olanak saglayarak ve bu lokusun 6ne-
mini ortaya ¢ikarmistir.

Bu 5 lokus arasindan ELOVL2, KLF14 ve TRIM59 lokuslarindaki DNA me-
tilasyonlarinin her {i¢ érnek tiiriinde de yasla beraber giiclii korelasyon gosterdigi
belirtilmistir. Her 6rnek tipi icin ayr ayr gelistirilen modellerde dogruluk tah-
minleri kan ornekleri icin +3.478 yil, tiikiiriik 6rnekleri icin +3.552 yil, buccal
epitel ornekler icin £4.293 yil olarak belirlenerek dogruluk tahminlerinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Jung, 2019; Xin, 2019). Hem yapilan bu ¢aligmada hem de
daha dnceden beyin, kemik ve kas gibi farkli dokularda yapilan ¢calismalarda go-
riildiigii gibi ELOVL2, KLF14 ve TRIM59 markerlarinin yasla iliskili oldugu
ozellikle kan tiikiiriik ve buccal epitel érneklerde yas belirlemede kullanilabilece-
gi belirtilmistir (Jung vd., 2019).

Correiadas vd. (2020) tarafindan yapilan calismada DNA metilasyon temel-
li yas tahmin modeli gelistirmek istenmistir. Bu amacla daha énce belirlenen
ELOVL2, FHL2, EDARADD, PDE4C ve Clorfl132 lokuslarimin (ELOVL2,
9 CpG; EDARADD,4 CpG; FHL2, 12 CpG; PDE4C, 12 CpG ve Clorf132, 6
CpG toplam 43 CpG ) metilasyon seviyeleri yaslari 24 ile 89 arasinda degisen 51
merhum kisiden alinan kan érneklerinde incelenmistir. Her lokustaki yasla yiik-
sek iligkili CpG’lerin linear regression analiziyle arastirildigi bu modelde 0.888
korelasyon katsayisiyla +6,8 yillik sapma gozlemlenmistir. Bagimsiz testlerde
validasyonu yapilan model +8,84 yillik sapmayla yas tahmini yapmaya olanak
saglamaktadir (CorreiaDias vd., 2020).
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Xin vd. (2019) tarafindan yapilan calismada daha 6nceki metilasyon ¢alis-
malarinda tiimér olusumu, gelisimi, teshis ve tedavi mekanizmalarinda odaklani-
lan hTERT (kandaki 16kositlerden bas ve yanak kanserlerini belirleyen marker)
genindeki metilasyonlarin yas tahmini saglanabilmesi icin kullanilabilirligi aras-
tirllmistir. Yaglar 1 ile 79 arasinda degisen 44 kadin 46 erkek bireyden alinan
kan 6rnekleri metilasyon spesifik-PCR ve real time PCR ile ¢alisilmustir. Ug yas
tahmin modeli calisilmig olup MSP (metilasyon-spesifik PCR) modelin +6,60 y1l-
lik real-time relative quantification PCR modelin + 5,19 yillik real-time absolute
quantitative PCR modelin * 4,29 yillik hata oranlar1 oldugu goériilmiistiir (Xin,
2019). Real-time absolute quantitative PCR modeli en yiiksek dogrulukla yas tah-
mini i¢in belirlenen model olmustur (Xin vd., 2019).

Yas tahminlerinde kullanilabilecek lokus kesfi ve yeni tahmin modelleri gelistir-
me calismalarina paralel olarak gelistirilmis modellerin farkli analiz tekniklerinde
dogruluk oranlarinin nasil etkilendigine yonelik calismalarda gerceklestirilmistir.

Bekeart vd. tarafindan yapilan bir diger calismada diger lokuslardan farkh
olarak tiim dokularda en giiclii yas tahminine olanak saglayan ELOVL2 lokusu
quadratic regression analiziyle incelenmistir (Freire-Aradas vd., 2017).

Linear regression analizinde yasla beraber korelasyon gosterdigi bilinen bu
lokusun maalesef Quadratic regression analizinde beklenen sonucu vermedigi
belirtilmigtir (Freire-Aradas vd., 2017). Yapilan bu calismayla yas tahmini sag-
layan modellerde kullanilan farkli analiz yontemlerinin (OLS regression, WLS
regression, Quantile regression, SVR regression, Penalized regression) dogruluk
tahminlerini etkileyebilecegi belirtilerek dogruluk tahmini yiiksek modellerin ge-
listirebilmesinde quadratic regression analizlerinin kullanimina dikkat ¢ekilmistir
(Freire-Aradas vd., 2017; Hong vd., 2019; Smeers vd., 2018).

Farkli analiz teknikleriyle gereklestirilen bir diger calisma Xu vd. (2015)
tarafindan gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ADAR, AQP11, ITGA2B
ve PDE4C lokuslarindaki 6 CpG bolgesini iceren bu modelde ¢ok degiskenli
dogrusal regresyon analiziyle DNA metilasyon seviyeleriyle yas arasinda anlamli
diizeyde iliski oldugunu gostermistir. Bu lokuslardaki metilasyon seviyelerinin
ilk olarak quadratic regresyon analizi ile incelenmesine ragmen en dogru sonugla-
rin support-vector regresyon analiziyle elde edildigi belirtilmistir (Xu vd., 2015).

Freire- Aradas vd. (2016) tarafindan linear regression analizine alterna-
tif olarak farkli regression analizi kullamlarak bir model gelistirilmistir. Gelis-
tirilen bu model ELOVL2, ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B, Clorf312 ve
chr16:85395429 lokuslarindaki 7 CpG bélgesini icerirken, tahmin dogrulugunun
+3.07 oldugu belirtilmistir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson, 2018). Yapilan bu
calismada ELOVL2, PDE4C ve FHL2 lokulslarinda DNA metilasyonlarinin yas-
la beraber arttii ASPA, CCDC102B lokuslarinda yasla beraber metilasyonlarin
azaldig1 gozlemlenmistir (Parson, 2018). Bu calismada yas ve cinsiyete gore diiz-
giin dagihm gosteren 700 kan 6rnegi ¢alisilmis, varyans incelemelerinde uygun
olan multivariate quantile regression analizi kullamlmistir (Freire-Aradas vd.,
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2017). Gelistirilen bu model kullanilarak bagimsiz bir sekilde test edilen yaslari
42 ile 69 arasinda degisen 46 monozigot ikiz ciftinde tahmin dogrulugu +4,2 yil
olacak sekilde sonuglar %83,7 oraninda dogru tahmin edilmistir (Parson, 2018).
Son olarak Vidaki vd. (2017) tarafindan yapilan calismada over linear regression
analiziyle NHLRC1, SCGN ve CSNK1D lokuslarindaki 16 CpG boélgesini iceren
tahmin dogrulugu +7.45 yil olan yapay sinir ag1 modelini tanitilmigtir (Freire-A-
radas vd., 2017; Parson, 2018).
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Tablo-3. 2016-2017 Yillarinda Gelistirilen DNA Metilasyon Temelli Modeller (Freire-Aradas
vd. 2017, s.9)

Tartisma ve Sonug

Son yillarda ilerleyen teknolojilerle birlikte gelistirilen yeni nesil sekans cihazlar
epigenetik alanindaki ¢aligmalarin hizlica ilerlemesine olanak saglamistir. Epi-
genetik mekanizmalarin incelendigi ¢alismalar farkl alanlarda farkli amaglarla
mevcut yontemlere alternatif yaklagimlar gelistirilmesini sagladigindan en 6nemli
arastirma konularindan olmustur.

Adli bilimlerde mevcut yontemlerin sinirliliklarinin giderilmesi amaciyla
gelistirilen DNA metilasyon temelli tekniklerin Vidaki vd. (2013), Branka vd.
(2013), Kader vd. (2015), Lee vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismalarda belir-
tildigi gibi cesitli kullanim alanlar1 mevcuttur.

Yas tayinlerinde ise sinirl sayida kalintilarda ¢aligmaya imkan veren antropo-
lojik ve odontolojik incelemelerin yapildigi morfolojik yontemlerin aksine canli
bireylerde yas tahmini yapmaya olanak saglamasi ve hemen hemen tiim dokula-
ra uygulanabilir olmasi nedeniyle DNA metilasyonlar1 Koch ve Wagner (2011),
Horvath vd. (2013), Park vd. (2016), Parson vd. (2018), Jung vd. (2019) tarafin-
dan yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi olduk¢a dnemlidir.

Lee vd. (2016), Vidaki vd. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da bahsedil-
digi gibi adli bilimlerde bir¢ok amagla kullanilabilen metilasyon temelli teknikler
oldukca avantajli olmalarina ragmen c¢esitli zorluklar ve sinirliliklar da beraber-
lerinde getirmektedir. Bu tekniklerin gelistirilmesine yonelik marker olarak kul-
lanilabilecek daha ¢ok CpG bolgelerinin kesfine ihtiya¢ duyulurken gelistirilen
modellerin validasyonlariin yapilmasini saglayacak daha ¢ok arastirmaya ih-
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tiya¢ duyulmaktadir. Gelistirilen metilasyon temelli teknikler i¢in Vidaki vd.
(2017) tarafindan yapilan ¢alismada da belirtildigi gibi biyoinformatik yazilim-
larin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulurken adli laboratuarlarda kullanilan cihazla-
rin yiiksek maliyetli bu tekniklerin gelistirilmesi igin yeterli olmamasi da rutinde
kullanim1 sinirlamaktadir. Smeers vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada oldugu
gibi gelistirilen modellerin igerdikleri regression analiz modellerinin diger analiz
modelleriyle de test edilerek farkli platformlarda aragtirilmalari gerekmektedir.

Shi vd. (2018) tarafindan yapilan incelemelerde oldugu gibi iskelet yas 6l¢liim-
leri, dig yas Ol¢iimleri ve metilasyon olglimlerinin birlikte kullanimi yas tahmin
dogrulugunu arttiracak sekilde rutinde avantaj saglayabilir. Xin vd. (2019) tara-
findan kanser saptanmasinda marker olarak kullanilan hTERT geninden yas tah-
mini saglayan model gelistirilen ¢aligmada oldugu gibi kanserle iligkilendirilmis
cesitli gen bolgelerinin adli amagh kullanimlarinin arastirilmasi yeni tekniklerin
gelistirilmesi acisindan kolaylik saglayabilir. Kader vd. (2015), Vidaki vd. (2018),
Lee vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismalarda da belirtildigi gibi her teknigin
sahip oldugu smirhiliklar olmakla birlikte bu alanda yapilacak olan ¢aligmalar
metilasyon temelli teknikleri ilerde her adli laboratuvarda uygulanabilecek, kisa
siireli ve diisiik maliyetli, ayrim giicii yiiksek, oldukca avantajli yaygin kullanimh
teknikler haline getirecektir.
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