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Öz

Olay yeri biyolojik örneklerinden yaş tahminini belirlemede DNA metilasyonunun etkinliği

Adli bilimler alanında en yaygın kullanılan epigenetik mekanizmalardan biri DNA metilasyonudur. Günümüzde insanlarda kronolojik 
yaşı tahmin etmek için çok sayıda CpG bölgesinin yaşla ilişkili metilasyon analizleri gerçekleştirilmektedir. 
Olay yerinden elde edilen biyolojik örneklerde yaş tahminini belirlemek hedeflenmiştir. Yapılan bu araştırma, aynı zamanda yaş tahmini 
çalışmaları için zemin oluşturacaktır.
Adli bir suç soruşturması safhasında tespit edilebilecek biyolojik örneklerden yaş tahmini yapılabilmektedir. Bu konuda PubMed, Scopus 
ve Google Scholar veritabanlarında, adli yaş tahminiyle ilgili detaylı çalışma yapılmıştır. 
Yaş ile korelasyon sağlaması bakımından CpG bölgeleri, değişen yaş kategorilerinde kadın ve erkek gönüllüden alınan biyolojik örneklerde 
Bisülfit Dönüşüm yöntemi ile çalışılmıştır. Biyolojik yaş ile kronolojik yaş gruplarında tahmin edilen yaşın Ortalama Mutlak Sapma (MAD) 
veya Ortalama Mutlak Hata (MAE) değerleri tespit edilmiştir. 
Yapay zekâ ile yapılan yaş tahminlerinin kan örneklerinde ortalama MAD değeri 3 ila 5 yıl arasında bulunmuştur. Ancak dokulara göre 
yaşa bağlılıklar tespit edilmiş, doğruluklarının kan örneklerine göre daha düşük olduğu gözlenmiştir. Sonuç olarak adli uygulamalarda, 
olay yerinde elde edilen biyolojik materyalin türüne göre yaş tahmini yapılmalıdır.
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Abstract

The effectiveness of  DNA methylation in determining age estimation from biological samples at the crime scene

DNA methylation is one of the most widely used epigenetic mechanisms in the field of forensic sciences. Today, numerous CpG sites are 
analyzed for their age-related methylation to estimate chronological age in humans.
The aim is to determine age estimation from biological samples obtained at the crime scene. This research will also serve as a foundation 
for future age estimation studies.
Age estimation can be performed from biological samples that can be detected during a forensic investigation. In this regard, a detailed 
study on forensic age estimation was conducted using the PubMed, Scopus, and Google Scholar databases.
CpG sites were studied using the Bisulfite Conversion method in biological samples obtained from male and female volunteers across 
different age categories to establish their correlation with age. The Mean Absolute Deviation (MAD) or Mean Absolute Error (MAE) values 
of the estimated age compared to biological and chronological age groups were determined.
Age estimations performed with artificial intelligence in blood samples yielded an average MAD value between 3 and 5 years. However, 
age dependencies according to tissue types were detected, and their accuracy was observed to be lower compared to blood samples. 
Therefore, in forensic applications, age estimation should be performed based on the type of biological material obtained at the crime 
scene. As a result of methylation analyses numerous age-related CpG sites are conducted to estimate chronological age in humans. 
Keywords: DNA methylation, Age estimation, Biologic samples, Epigenetics, Mean Absolute Deviation, Mean Absolute Error
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GİRİŞ
Epigenetik, gen yapısındaki DNA dizi değişiklikleri ile 

açıklanamayan genetik yapıdaki değişiklikleri ifade eder (1). 
Yunanca “epi” (ἐπί) kelimesinden türetilmiş olup “üzerinde” 
veya “üstünde” anlamına gelir. Genlerin dizisindeki değişim-
lerin nasıl ve ne zaman aktif veya inaktif olacağı epigenetik 
modifikasyonların takibi ile olur. Bu epigenetik değişimler; 
DNA metilasyonu (DNAm), kromozomal yapılanma ve histon 
modifikasyonlarıdır. DNA ile ilişkili kromatin proteinlerinin 
aktivasyonu belirli protein üretimi faaliyeti için yalnızca ge-
rekli genleri ifade eder. 

DNAm, embriyonik gelişim için yeniden programlama, 
transkripsiyon, genetik imprinting (baskılama), kromozomal 
stabilite, kalıtsal olmayan genetik yapıda ve X kromozomu 
inaktivasyonunda önemli rol oynar (2). İnsan genomunda 
yaklaşık 28 milyon DNA metilasyon bölgesi bulunmakta ve 
bunlar zamanla değişime uğramaktadır. Hücre bölünmesi 
sırasında DNA dizisinin bir sonraki nesile aktarılmasıyla epi-
genetik yapı da aktarılır.

DNAm, DNA çift sarmalında 5’—3’ yönünde bulunan Si-
tozin molekülünün -5. Karbonuna metil (-CH3) eklenmesiyle 
oluşur. DNA’daki bu 5’—3’ yönlü CG metilasyon bölgelerine 
“CpG” dinükleotidleri denir. İnsan genomunda bu bölgeler 
büyük ölçüde metillenmiştir (3). Metillenmemiş CpG’ler ise 
“CpG adacıkları” olarak adlandırılır. Genellikle yüksek CG yo-
ğunluğuna sahip (>%55 CG içeriği) 300–3000 baz çifti uzun-
luğunda kümeler hâlinde bulunurlar ve çoğunlukla yapısal 
genlerin promotör bölgelerinde yer alırlar (4).

Yaş ilerledikçe belirli CpG bölgelerinde sıklıkla hiperme-
tillenme ve hipometillenme gözlenmektedir (5). Bireyler yaş-
landıkça hipermetilasyon veya hipometilasyona uğraması, 
geliştirilmiş tahmin modellerinin yolunu açmıştır. Yapılan 
araştırmalar, DNAm’nun ergenliğe kadar, yetişkinlik döne-
mine kıyasla daha hızlı değiştiğini göstermiştir (6, 7). İnsan 
Genom Projesi ile birlikte bu araştırmalar daha da artmış ve 
insan genomunda 28 milyon CpG dinükleotidinden milyon-
larcasının metilasyon durumlarının yaşla birlikte değiştiği 
görülmüştür. DNAm için çok çeşitli biyobelirteçler ve yöntem-
ler çalışılmış ve hücre tipleri arasında farklı doğruluklar elde 
edilmiştir. Amaç, insanı tanımlamaya yardımcı olmak için so-
nuca en yakın yaş tahmin modelleri belirlemektir.

Adli bir olay gerçekleştiğinde kolluğun gerçekleştirdiği suç 
araştırmalarında sıklıkla biyolojik örnekler olarak kan, kıl, 
meni, tükürük vb. kalıntılara rastlanmaktadır. Soruşturma 
esnasında doğru yaş tahmininde bulunması, suçlu araştırma 
havuzunu daraltmaya yardımcı olacaktır.

Epigenetik Saat ve Yaş Tahmin Ediciler

İnsanlarda ve farelerde yapılan çalışmalar, DNAm’na 
dayalı biyobelirteçlerin daha önce ulaşılamayan yaşlanmanın 
moleküler bir biyobelirteçler olma kriterlerini karşıladığını 
göstermektedir. Bu belirteçler, DNA’nın her türlü kaynağına 
(hücreler, dokular ve organlar) ve tüm yaş aralıklarına 
(doğum öncesi dokulardan yüz yaşını geçmiş bireylere kadar) 
uygulanabilmektedir. Keşiflerden bu yana DNAm belirteçleri; 
tıp, biyodemografi, endokrinoloji, diyet çalışmaları ve hücre 
biyolojisi gibi çeşitli alanlarda uzun süredir cevapsız kalan 
sorulara yanıtlar sağlamıştır. Aynı zamanda epigenetik 
saatler, türe özgü olarak da değerlendirilmiş, yaban hayatı 
yönetimi ve koruma biyolojisi ile ilgili çalışmalara da dahil 
edilmiştir (8). 

Epigenetik mekanizmalar fetal dönemde başlar ve yaşam 
boyunca devam eder. Kronolojik yaş, doğumla beraber 
sürekli bir değişkenken; Biyolojik yaş, bireyin sağlığını ve yaşa 
bağlı biyolojik değişiklikleri ölçer (9). İnsanlar yaşlandıkça, 
farklı çevresel faktörlere maruz kalmaları sonucunda 
epigenetik profilleri değişmektedir. Son yıllarda yaş tayininde 
kullanılan birçok gen bölgesindeki CpG alanlarındaki DNA 
metilasyon seviyelerinin analizine dayalı yaş tayinine yönelik 
birçok panel ve kit geliştirilmiştir. Geliştirilen bu panel ve 
kitlerin adli araştırmalarda aktif olarak kullanılabilmesi 
için geçerliliklerinin yapılması ve uygulanabilirliğinin 
ölçülmesi gerekmektedir. Bu alanda yürütülen çalışmalar 
genelde seçilen epigenetik belirteçlerin duyarlılığı, insan 
özgüllüğü ve stabilitesi ile ilgili veri elde etmek, koşullarını 
ve sınırlamalarını belirlemek için gelişimsel doğrulama 
çalışmaları yapılması yönündedir. Özellikle de adli örnekler 
simüle edilip, geliştirilen panelin bozunmuş örneklerdeki 
başarısını ölçmek büyük önem taşımaktadır. Bu nedenle 
kontrole ve validasyona dayalı çalışmalar, geliştirilen panelin 
güvenilirliği ve kullanılabilirliği açısından önemlidir.

Epigenetik “yaş tahmin ediciler”, CpG dizileri (başka 
bir deyişle “saat CpG’leri”), bu dizilere bağlı matematiksel 
algoritmadan oluşur. Bu sistem, bir DNA’nın hücre, doku veya 
organ seviyesinde kaynağına dayalı yaşı yıl cinsinden tahmin 
eder. Bu tahmini yaş; epigenetik yaş veya daha spesifik 
olarak DNAm yaşı olarak ifade edilir. Sadece kronolojik yaşı 
değil, aynı zamanda ilgili DNA kaynağının biyolojik yaşını da 
yansıtır. Bu nedenle, DNAm yaş tahmin ediciler genellikle 
“epigenetik saatler” olarak ifade edilir.

Yaş tahmininde kullanılmak üzere epigenetik saatler, 
telomer uzunluğu, transkriptom, proteom ve metabolom 
temelli tahmin araçları ile bileşik biyobelirteçler olmak üzere 
altı tip biyolojik yaş belirteci incelenmiştir. Ancak epigenetik 
saatin biyolojik yaşın moleküler düzeydeki en umut verici 
tahmin edicisi olduğu sonucuna varılmıştır.
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Yaşlanma Saatleri

Son çalışmalarda bir bireyin biyolojik yaşını tahmin 
etmek için genetik diziden ziyade, epigenetik değişikliklere 
özellikle de DNAm‘na önem verilmiştir. DNAm, yaşla birlikte 
öngörülebilir şekilde değişen kimyasal bir modifikasyondur. 
Bu değişiklikler, bireyin DNA’sı üzerinde yaşa bağlı “izler” 
bırakır ve bu da yaş tahmininde kullanılabilir. Yaş ilerledikçe, 
bazı CpG bölgelerinde metilasyon oranları artar veya azalır. Bu 
değişimler çok belirgin olduğundan, yaş tahmininde yüksek 
doğruluk sağlar. Yaş tahmini çalışmalarında epigenetik 
mekanizmalara yönelinmiştir. Bireyin görünümü ve kökeni 
kalıtsal özellik olarak ifade edilirken, yaş tamamen çevresel 
ve biyolojik süreçlerle ilişkilidir. Bu yüzden yaş tahmini, DNA 
dizisinden değil, DNA’nın kimyasal yapısından yararlanılarak 
yapılır. Yapılan çalışmalar yaşlanmayla birlikte farklı doku 
tiplerinde yüksek metillenmiş bölgeler üzerine olmuştur. Bu 
alanların genel olarak CpG’lerde, bivalent promotörlerde ve 
Polycomb hedef genlerinde olduğu bildirilmiştir (10,11,12). 
DNA metilasyon kalıpları farklı etki ve bölgelere göre değişim 
gösterebilir. Bu değişimler yaşa bağlı ya da çalışılan dokuya 
göre de değişiklik göstermektedir. 2015 yılından sonra yaş 
tahmini alanında çok sayıda yeni model geliştirilmiştir. 
Hepsi farklı doğruluk seviyelerine sahip olsa da aynı temel 
prensibe dayanır. Yüksek boyutlu genom verilerinden tek 
bir yaş tahmini üretmek amaçlanmıştır. Çalışmaların ilk 
uygulama alanı kandaki DNA’dan yaş tahminidir.  Yapılan 
çalışmalarda hata payının en düşük olduğu örneklerin kan, 
ağız içi sürüntüsü ve tükürük olduğu belirlenmiştir (13, 14). 
Bu nedenle son yıllarda tükürük, meni, kemik, hatta deri gibi 
farklı dokulara uygun modeller de geliştirilmiştir.

Alternatif olarak vücudun farklı bölgelerinde gözlenen 
yaşlanma hızındaki farklılıklar da araştırılmaktadır. Bu 
çalışmalardan biri olan Horvath saati, vücudun farklı 
bölgelerindeki yaşlanma hızlarını belirlemede yaygın olarak 
kullanılmaktadır. Horvath, Hannum ve arkadaşları ile McCrory 
ve arkadaşları farklı saat modellerini, farklı popülasyonlarda 
farklı doku tiplerini inceleyerek tahminler geliştirdiler (15). 
Bir bireyin doku ve organlarının çoğu genel olarak benzer 
epigenetik yaşlara sahiptir. Bu doku ve hücreler arasında 
yaş senkronizasyonu, özellikle beyin ve kan hücrelerinde 
çarpıcıdır. Bu iki hücre türü hücresel çoğalma ve yenilenme 
açısından uç noktalarda yer almaktadır.  Fakat yine de 
benzer epigenetik yaş sonuçları verir. Ancak bazı istisnalar 
da vardır: Beyincik (cerebellum), diğer beyin bölgelerine 
göre epigenetik olarak daha gençtir. Kadın meme dokusu, 
vücudun diğer bölgelerine göre epigenetik olarak daha 
yaşlıdır. Buna karşın, bu saat sperm hücreleri için geçerli 
değildir. Ancak bu hücrelere özel, epigenetik yaş tahmin 
edicisinin geliştirilmesine yönelik çalışmalar bulunmaktadır. 

Hannum (16), Horvath (15), PhenoAge (17), EPM (18) ve 
Zhang19 ENPRED (19) olmak üzere beş yaşlanma saatinde 

CpG bölgelerinin karşılaştırılması yapılmıştır.  Bu beş 
yerleşik yaşlanma saatinin birbirleri ile karşılaştırılmasında 
EStimage (EStimation of Methylation Age) web sayfasından 
yararlanılmıştır (20). 

DNA Metilasyon Yöntemleri

Yaş tahmini için en doğru DNAm belirteçlerini tespit etmek 
amacıyla çeşitli yöntemler araştırılmıştır. Bu yöntemler, adli 
analizlerde yaygın olarak kullanılan dokuları hedef almış ve 
farklı sonuçlar ortaya çıkarmıştır. Kullanılacak tekniklerin 
seçimi, belirlenen spesifik hedeflere bağlıdır. Yüzlerce lokusu 
taramak gerektiğinde DNA mikroarray teknolojisinden 
yararlanılmalıdır. 

DNAm çalışmalarında en küçük mutlak büzülme ve seçim 
analizleri Lasso (Least Absolute Shrinkage and Selection 
Operator) ve elastik ağ regresyon modelleri de yaş tahmininde 
kullanılmaktadır. Kullanılan en küçük mutlak büzülme 
analizinde, yaş tahmini için en uygun CpG’leri otomatik şekilde 
seçer ve denetimli makine öğrenimi analizleri gerçekleştirir.

Adli olaylarda rutin yaş tahmini için az miktarda DNA 
ile analiz yapılmasını sağlayan, yüksek hassasiyet ve 
doğruluk oranını koruyan minimum sayıda DNA belirtecinin 
kullanılması hedeflenmektedir. Yaş tahmininde kullanılmak 
üzere çeşitli biyolojik belirteçler belirlenmiştir. Telomer 
tekrar uzunluğu (21), sinyal bileşimli T reseptör eksizyon 
döngüsü (sjTREC’ler) (22), ileri glikasyon ürünlerinin birikimi 
(23), aspartik asit rasemizasyonu ve DNAm (24), bu belirteçler 
arasındadır. Bu belirteçlerin yaşla bağlantısı biliniyor fakat 
çoğunda düşük doğruluk ve belirli dokularda görülmesi 
nedeniyle uygulamada fazla tercih edilmemektedir. Bu 
belirteçler arasında en umut verici yaş tahmini biyobelirteçler 
olarak DNAm belirteçleri görülmektedir. DNAm çalışmalarında 
ilk basamak bisülfit dönüşümüdür. Sonrasında ise dizileme 
yöntemleri kullanılır. Bu yöntem, DNA metilasyon analizinde 
altın standart olarak kabul edilir ve günümüzdeki çoğu 
yöntem, CpG bölgelerini tespit etmek için bu işlemi 
başlangıç aşaması olarak kullanmaktadır. Bu işlem sırasında, 
deaminasyon süreci gerçekleşir. Metillenmemiş sitozinler 
urasile dönüşürken, metillenmiş sitozinler değişmeden kalır 
ve sonrasında gerçekleştirilen amplifikasyonda urasil, timin 
olarak çoğalır (25). Böylece, metillenmiş ve metillenmemiş 
sitozinler arasındaki fark, DNA dizilimindeki değişikliklerle 
gözlemlenebilir (26). Bisülfit dönüşümden yararlanma 
sınırlıdır. En büyük dezavantajlarından biri, DNA’nın ciddi 
şekilde bozulmasına yol açarak, sonraki analizler için elde 
edilebilecek DNA miktarını azaltması ve dizileme bilgilerinin 
kaybolmasına neden olmasıdır. Ayrıca, örneklerin tam 
olarak dönüşmemesi ve yeniden birleşme (reannealing) 
gibi dönüşüm sorunları, dikkat edilmesi gereken önemli 
faktörlerdir. Bunun yanı sıra, DNA’nın kalitesi, başarılı 
bir bisülfit dönüşümü için kritik bir faktördür. Bu durum 
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özellikle adli olaylar için bir sınırlama teşkil edebilir (27). 
Buna rağmen, bisülfit dönüşümü, DNA metilasyon analizinin 
gelişiminde önemli bir rol oynamıştır. Günümüzde, DNA 
bisülfit dönüşümü yapmak için çeşitli ticari kitler mevcuttur 
ve bu kitlerin performansı farklı araştırmacılar tarafından 
çalışılmıştır (28). 

Bisülfit değişiminden sonra dizileme yöntemi için farklı 
metotlar uygulanmaktadır. Metilasyon çalışmalarında 
mikroarray ve büyük paralel dizileme teknolojileri 
(Massive Parallel Sequencing technologies -MPS), Sanger, 
Pirosekanslama, Multipleks Minidizileme (SNaPshot), 
Metilasyon Spesifik PCR (MSP), Metilasyona Duyarlı Yüksek 
Çözünürlüklü Erime (MS-HRM), EpiTYPER, Nanopore 
sekanslama, Damlacıklı Dijital PCR (Droplet Digital PCR, 
ddPCR), Illumina mikrodizi teknolojisi (BeadArray) gibi DNA 
metilasyon değişikliklerini daha spesifik tespit eden bir 
yöntemlerdir. 

Sanger ile Bisülfit Dizileme; en eski DNA metilasyon 
analizi yöntemidir. Uygulanabilirliği açısından kolaydır ancak 
birden fazla bölge incelemelerinde dezavantajdır.  Primer 
tasarımının iyi yapılması gerekmektedir (26).

MSP; metilasyon durumunu değerlendirmek için 
kullanılan PCR tabanlı bir yöntem kullanılarak metilasyon 
durumu değerlendirilir. Yöntem basit ve DNA miktarının az 
olmasından etkilenmemesi açısından adli laboratuvarlar için 
uygundur (26). 

Pirosekanslama; DNAm çalışmalarında kullanılan bu 
yöntemde, farklı doku tiplerinde karşılaştırma amaçlı 
kullanılmış çalışmalar bulunmaktadır (29, 30). Bisülfit 
değişiminden sonra uzayan DNA zincirine eklenen bir 
nükleotitle pirofosfat salınımı olur ve ışık yayılımı gerçekleşir. 
Kamera tarafından algılanan ışık T ve C nükleotitlerinin 
oranını, bir dizideki her CpG bölgesindeki metilasyonu 
belirler. Uzayan zincire bir nükleotid eklendiğinde pirofosfatın 
salınmasına neden olur ve ışıma gerçekleşir. Bu yöntem 
ışıma tespitine dayanan bir yöntemdir. Normal okuma 
uzunluğu 40 nükleotidden azdır ve aynı parçada yalnızca 
yakın konumlu CpG bölgeleri analiz edilebilir (31). Düşük 
metilasyon oranını belirler ancak multipleks analiz için çok 
tercih edilmemektedir.

SNaPshot; hedef nükleotit dizisinin 1 bç uzağına bağlanan 
primere floresan işaretli ddNTP eklenmesiyle dizinin 
sonlanması prensibine dayanır. Bu basamak bisülfit değişimin 
ardından gerçekleşir. Ancak floresan yoğunlukları farklı olan 
ddNTP’lerin bağlanmasıyla metilasyon değerini değiştirebilir. 
Bu durum aslında bu yöntemin kısıtlılıklarından kaynaklanır 
(32). 

MS-HRM; metillenmiş ve metillenmemiş bölgeler 
arasındaki erime eğrilerinin karşılaştırıldığı yöntemdir (26).

EpiTYPER; 100-600 baz çiftinden oluşan genomik 
bölgelerdeki çoklu CpG’lerin DNAm‘nu nicel olarak 
değerlendirmek için kullanılan bir teknolojidir (33). Bu 
yöntem ayrıca fazla sayıda örnek veya bölgenin ölçülmesini 
gerektiren durumlarda da kullanılmaktadır. Bu yöntemde 
bisülfit dönüştürülmüş DNA’nın PCR ile çoğaltılması ardından 
kütle tabanlı yeniden dizilenmesidir. Bu işlemin ilk basamağı 
bisülfit değişimi ardından bisülfit PCR yapılır. PCR sırasında 
eklenen T7 promotörü ile PCR ürününü ters iplikten transkribe 
etmek için kullanır ve tek iplikli bir RNA ürünü elde edilmiş 
olunur. Bu tek iplikli RNA, RNaz ile kesilir ve metilasyon 
yüzdesi hesaplanır. Bu yüzde ise, metillenmiş parçayı temsil 
eden tepe noktasının yüzey alanının hem metillenmiş hem 
de metillenmemiş parçanın tepe noktalarının toplam yüzey 
alanına bölünmesiyle hesaplanır (33). 

Nanopore sekanslama; Nanopordan geçen DNA elektrik 
akımında dalgalanmalara neden olur. Bu yöntemde elektrik 
akımındaki dalgalanmanın ölçümü ile dizileme yapılmaktadır. 
Bu yöntemde bisülfit dönüşüm yapılmasına gerek olmadan 
metillenmiş ve metillenmemiş sitozini ayırmak mümkündür 
(34, 35).

ddPCR; yenilikçi bir kantitatif yöntemdir. Bisülfit 
dönüşümünden sonra DNA mikro damlacıklarına ayrılır ve 
PCR amplifikasyonu ile damlacıkların analiz edildiği kantitatif 
bir yöntemdir (26). Adli araştırmalar için de uygundur. Hızlı 
bir yöntemdir. Adli tıpta, bu yöntemin kan örneklerinde ve 
tükürük örneklerinde geçerliliği vardır.

BeadArray; silika mikroboncuklar kullanır. Tek bir 
birey için milyonlarca genotip aynı anda analiz edilebilen, 
mikrokuyucuklarda muhafaza edilen minik silika boncuklar 
ile belirli bir lokusu hedef alan teknolojidir. Karmaşık bir 
biyoinformatik analiz gerektirmektedir.

Kullanılan yöntemlerin avantaj ve dezavantajları 
bulunmaktadır. Pirosekanslama, MSP ve doğrudan Sanger 
dizilemesi, tek bir genin promotör bölgesi veya bir CpG adası 
gibi hedeflenen bölgelerin analizi için en yaygın kullanılan 
yöntemlerdendir ancak nicel olarak düşük doğruluk, kısa 
okuma uzunluğu ve düşük örnek verimi bu yöntemlerin 
dezavantajlarındandır (36). 

Adli Uygulamalarda Kullanılan Temel Yaş Tahmin 
Modelleri  

Yaşlanma saatleri, epigenetik saatler, pek çok tıp alanında 
kullanılmıştır. Adli olaylarda ise özellikle olay yerinde 
bulunan biyolojik örneklerden yaş tespitinde kullanılması 
önemli bir adımdır. Olay yerinde bulunan biyolojik bir 
örneği, karşılaştırılacak bir referans örnek olmadığı zaman 
kişinin özelliklerini tahmin etmek zorlaşmaktadır. DNAm 
çalışmaları özellikle referansı olmayan vakalara yardımcı 
olmaktadır. Literatürdeki çalışmalar DNAm ile kronolojik yaş 
tahmini, monozigot ikizlerini ayırt etmek ve dokuları tiplerini 
tanımlamaya yönelmiştir (37-40). 
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Adli alanda yaş belirlemede kullanılan spesifik yaş 
belirleme modelleri araştırılmıştır. Bunlardan ELOVL2 
(Elongation of Very Long Chain Fatty Acids Protein 2) kan, 
diş, kemik ve ağzı içi sürüntüleri ile çalışılmış ve yaş ile güçlü 
pozitif korelasyonlar gösterdiği bildirilmiştir (26, 41). 

DNAm’dan yaş tahmini çalışmaları günümüzde artmaya 
başlamıştır. Bu çalışmalar hem farklı dokular hem de farklı 
yöntemler kullanılarak yapılan çalışmalardır.  

Kan Örneklerinde Yaş Tahmini Çalışmaları

Olay yerinde en fazla karşılaşılan örneklerden ilki 
kan örnekleridir. Bu nedenle adli genetik analizlerin ilk 
uygulama çalışmalarında olduğu gibi DNAm ile yaş tahmini 
çalışmalarının ilki de kan örnekleriyle olmuştur. Yaş tahmini 
biyobelirteçlerden ilk kullanılan ELOVOL2‘nin pirosekanslama 
kullanarak 100 postmortem kan örneğinden çalışıldığı öncül 
çalışmada 2 CpG bölgesi ortaya konmuş ve 10,2 yıllık bir 
tahmin hatası ve 7,1 yıllık bir ortalama mutlak sapma olduğu 
bildirilmiştir (42).

19 ila 101 yaşları arasındaki 656 kan örneğinden 
450.000’den fazla CpG bölgesi BeadArray teknolojisi 
ile çalışılmış ve bağımsız veri setlerinde doğrulandığı 
belirtilmiştir (16). Kan ile yapılan bir başka çalışmada sadece 
bisülfit pirosekanslama yöntemiyle 3 CpG bölgesinde DNAm 
seviyelerinin bisülfit dizilemesi ile ölçülmesini gerektiren 
epigenetik yaşlanma imzası geliştirdiklerini bildirmişlerdir 
(21). Ergenlerde ve genç yetişkinlerde araştırmalar sınırlıdır. 
Kan örnekleriyle yapılan çalışmalardan biri de ergenler ve genç 
yetişkinler için Ergenler ve Genç Yetişkinler için Yaş Tahmincisi 
(PAYA) önermişlerdir. Bu çalışmada kan örneklerinde 267 
CpG metilasyon bölgesi araştırılmış ve karşılaştırma için 18 
yaşındaki bireylerden oluşan bağımsız bir doğrulama veri seti 
kullanılarak 0.7 yılın biraz altında bir medyan mutlak sapma 
elde ettiklerini bildirmişlerdir (43). 

Bisülfit pirosekanslama kullanarak 427 kan örneğinde 
ELOVL2 genindeki 7 CpG’nin metilasyonun çalışıldığı bir 
çalışmada 5,75’lik bir MAD ile yaş tahminine olanak sağladığını 
ve 4 haftalık oda sıcaklığında beklemeden sonra bile hiçbir 
metilasyon değişikliği olmadığını bildirmişlerdir (44). Aynı 
grup tarafından bir diğer çalışmada da pirosekanslama 
kullanılarak 420 kan örneğinde 41 CpG’nin analizi yapılmış, 
ELOVL2, TRIM59, C1orf132/MIR29B2CHG, KLF14 ve FHL2 
genlerinden beş belirteci kullanan yaş tahmin modeli 
üretmişlerdir (45). 

Pirosekanslama kullanılarak yapılan yaş tahmin modelleri 
öncü çalışmalardan birinde, 151 kan örneği analiz edilmiş ve 
ITGA2B, ASPA ve PDE4C genlerindeki 3 CpG bölgesinde 5 yıldan 
az bir MAD elde ettiklerini bildirmişlerdir (21). Pirosekanslama 
ve makine öğrenme algoritmasında kullanılan Random 
Forest Regresyonu’na dayalı analizlerle yapılan çalışmada 

0,1 ng genomik DNA ile 10-79 yaşlarındaki 128 erkek ve 113 
kadından alınan kan lekesi kullanılarak 6 genden 46 CpG 
bölgesinin metilasyon seviyelerini incelediklerinde her model 
için 3 yıldan az bir mutlak sapma olduğu, bunun da adli 
vakalarda kullanılabilirliği belirlenmiştir (46). 

Postmortem bir çalışmada 36 postmortem kan örneğinde, 
varyasyonun %74’ünü 10,2 yıllık bir tahmin hatası ve 7,1 yıllık 
bir ortalama mutlak sapma (MAD) olduğu bildirilmiştir (47). 

SNaPshot yönteminin kullanıldığı çalışmalardan birinde 
448 örnek kullanarak bağımsız yaş tahmin modelleri ve 5 
CpG bölgesi (ELOVL2, FHL2, KLF14, C1orf132/MIR29B2C ve 
TRIM59) incelenmiş ve kan örnekleri için 3,48 yıllık bir MAD 
elde ettikleri bildirilmiştir (48). Çin Han popülasyonundan 
alınan 310 kan örneğinin analizinin yapıldığı çalışmada 
ASPA, EDARADD, KLF14, CCDC102B, ZNF423, ITGA2B, KLF14 
ve FHL2 genlerinden 7 CpG belirteci kullanılmış ve destek 
vektör regresyon modelinin en doğru yöntem olduğu ve 80 
test setinde 5,56’lık bir MAD elde ettikleri raporlanmıştır (49). 
Farklı popülasyonlardaki sonuçları karşılaştırmak için Onofri 
ve arkadaşları İtalyan popülasyonunda ELOVL2, FHL2, KLF14, 
MIR29B2C ve TRIM59 genlerindeki 5 CpG bölgesini SNaPshot 
yöntemiyle çalışmış ve test setinde 3,01 yıllık bir MAD elde 
ettiklerini bildirmişlerdir (50).

EpiTYPER yöntemi kullanarak 15-75 yaş arasındaki 390 
Çinli kan örneğinde 21 genomik bölge içindeki 153 yaşa bağlı 
CpG bölgesi araştırılmıştır. Bu çalışmada ELOVL2, TRIM59, 
MIR29B2CHG, PDE4C, CCDC102B, RASSF5 genlerinde bulunan 
9 CpG bölgesini yaş tahmini için en uygun bölge olarak 
tanımlamışlardır (51).

Yaş tahminleri ile ilgili farklı popülasyonlarda yapılan 
çalışmalar mevcuttur. Türk popülasyonunda yapılan 
çalışmalarla ilgili olarak; 100 gönüllüden alınan kan örnekleri 
ile 2024 yılında Filoğlu ve arkadaşları tarafından Türk 
popülasyonu için geliştirilen yeni bir yaş tahmin modelini 
sunulmuştur. Bu çalışmada kan örneklerinde TOM1L1, 
ELOVL2, ASPA, FHL2, C1orf132, CCDC102B, cg07082267 ve 
RASSF5 lokuslarındaki 8 CpG bölgesi çalışılmış ve duyarlılık 
analizi, ≥1 ng DNA ile güvenilir bir performans gösterdiği, 
çoklu doğrusal regresyon kullanan istatistiksel modellemenin, 
ELOVL2, ASPA, FHL2, C1orf132, CCDC102B ve RASSF5 için 
güvenilirliğini bildirmişlerdir (52).

 Felaket kurbanlarının kimliklendirilmesinde yanmış 
cesetlerde DNA analizleri oldukça zordur. Buna rağmen, 
yanmış cesetlerden elde edilen kandan DNAm ile yaş tahmini 
çalışması yürütülmüştür. Bu çalışmada yanmış cesetlerden 
alınan 29 kan örneklerinde Tek Baz Uzama (SBE) testi ile 
analizler yapılmış, %79,3’ünde doğru tahmin yapılırken, 6 
vakada yanlış tahmin yapılmıştır. Bunun da örneklerdeki 
bozulmalardan kaynaklı olabileceği değerlendirilmiştir (53). 
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Tükürük ve Ağız İçi Sürüntü Örneklerinde Yaş Tahmini 
Çalışmaları

Bocklandt ve arkadaşları, 21-55 yaşları arasındaki 34 erkek 
tek yumurta ikizi çiftinin tükürüğünde sitozin metilasyon 
derecesinin yaşla önemli ölçüde ilişkili olduğunu ve bir 
bireyin yaşını ortalama 5,2 yıl doğrulukla tahmin edebilen 
bir regresyon modeli oluşturmuşlardır (54). 21 ila 69 
yaşları arasındaki bireylerden alınan ağız içi sürüntüsünün 
kullanıldığı başka çalışmada, PDE4C, ELOVL2, ITGA2B, ASPA, 
EDARADD, SST, KLF14 ve SLC12A5 bölgelerinde bulunan 88 
CpG bölgesi yaşa bağlı metilasyon pirosekanslama ile analiz 
edilmiş, doğrusal regresyon analizi yapılmış ve incelenen 3 
CpG bölgesini içeren bir yaş tahmin modeli oluşturularak 
tahmin edilen yaş ile kronolojik yaş arasındaki ortalama 
mutlak sapmanın, 5,11 yıl olduğu belirlenmiştir (55).  

Farklı hücre kompozisyonları ve dokularının yaşa bağlı 
değişimini inceleyen çalışmalar da vardır. Bu çalışmalardan 
birinde, tükürük örneklerindeki farklı hücre kompozisyonunu 
kullanılarak 55 ağız içi sürüntüde pirosekanslama yöntemiyle 
PDE4C, ASPA ve ITGA2B CpG bölgelerinde çalışılmış, 
7,03’lük bir MAD elde edilmiş ve ayrım yapmak için lökosit 
ve epitel hücrelere özgü 2 CpG belirtecine bakılmış 5,09 
ve 5,12’lik MAD’ler elde edilmiş, hücre tipine özgü CpG 
modelinin daha fazla doğruluk gösterdiği tespit edilmiştir 
(56).  Bir başka çalışmada ise 184 kişiden alınan tükürük  
ve yanak hücresi olmak üzere toplam 368 örnekle Illumina 
HumanMethylation450 BeadChip metoduyla iki dokuya özgü 
belirteç olan HUNK ve RUNX1 ile 7 CpG bölgesi (cg10501210, 
LHFPL4, ELOVL2, PDE4C, HOXC4, OTUD7A ve EDARADD) analiz 
edilmiştir. SNaPshot metoduyla da dokuya özgü birleşik 
yaş tahmin modelleri geliştirilmiş; 91 tükürük, 93 yanak 
hücresi bulunan test setinde 3,66’lık bir MAE elde edilmiştir 
(56). Bu çalışmaya dokuya özgü belirteçler eklendiğinde 
yaş tahmininde bir değişim ya da iyileşme görülmediği 
belirlenmiştir. Bu da hücresel kompozisyonların daha önemli 
olduğunu göstermektedir (57). 

ddPCR teknolojisinin kullanıldığı ilk metilasyon çalışması 
tükürük örnekleriyledir. Bu çalışmada tükürük örneklerinde 
SST, KLF14, TSSK6 ve SLC12A5 genleri içinde bulunan 4 CpG 
bölgesinde bulunan metilasyon oranları analiz edilmiş ve 76 
kişiden alınan tükürük örneklerinde 3,3’lük bir MAD tahmini 
veren modeli geliştirmişlerdir (58).  

Meni Örneklerinde Yaş Tahmini Çalışmaları

Cinsel saldırı vakalarının bir numaralı delillerinden 
biri meni örnekleridir. Kimliklendirmenin dışında elde 
referans örneği yoksa yaş tahmini çalışmaları önem arz 
etmektedir. Bu bağlamda DNA metilasyon yaş belirlemesi 
için meni örnekleriyle de çalışmalar yapılmıştır. Literatürde 
genel olarak 11. kromozomda bulunan Folat Hidrolaz 1b’yi 
kodlayan FOLH1B geni, menide yaş tahmini belirlemede 

çok çalışılmıştır. Meni örneklerinden DNAm kullanılarak 
yapılan ilk yaş tahmini çalışması 2015 yılında yayınlanmıştır. 
Bu çalışmada 20 ila 73 yaşlarındaki bireylerden alınan 68 
meni örneğinde seçilen CpG bölgelerinde, TTC7B genindeki 
cg06304190, NOX4 genindeki cg06979108 ve cg12837463’de 
tahmin edilen yaş ile kronolojik yaş arasında yaklaşık 5 yıllık 
ortalama mutlak farkla yüksek bir korelasyon gösterdiği 
bildirilmiştir (59). 2021’de yapılan bir başka çalışmada SH2B2, 
EXOC3, IFITM2 ve GALR2 ve pek çok çalışmada seçilen FOLH1B 
genindeki 6 CpG belirtecinin, meni örneklerinde en kullanışlı 
model olduğunu ve yaklaşık 5,1 yıllık mutlak hata ile yaş 
tahmini yapılabildiğini bildirmişlerdir (60). 

Er ve arkadaşları (61) meni örneklerinde 12 CpG 
bölgesinden (PARP14, C5orf25, cg23488376, MXRA5, PFKFB3, 
DLL1, NOX4, cg12837463, TTC7B, KCNA7, NKX2-1 ve SYNE4) 
oluşan bir multipleks panel geliştirmişlerdir. Bu çalışmada 
20-71 yaş aralığındaki bireylerden meni örnekleri alınmış ve 
SNaPshot testi kullanarak 3,81 ila 4,1 yıl arasında değişen 
ortalama mutlak hatalarla güvenilir doğruluk elde ettiklerini 
bildirmişlerdir. Aynı çalışmada meni lekelerinin farklı 
kumaşlardaki yıkama ve çevre maruziyeti sonrası metilasyon 
analizleri de araştırılmış ve dayanıklılık gösterdiği de tespit 
edilmiştir. Meni örnekleriyle yapılan başka bir çalışmada da 
22, 32 ve 44 yaşlarındaki 3 kişiden meni örnekleri alınmış, 
farklı kumaşlardaki meni lekelerini 1 yıl beklettikten ve 
farklı sıcaklıklarda yıkadıktan sonra bile yaş tahminleri 
yapılabilmiştir (62).

Diş ve Kemik Örneklerinde Yaş Tahmini Çalışmaları

Özellikle feth-i kabir olgularından gelen örnekler kemik ve 
diş örnekleridir. Diğer vücut sıvılarına göre daha az da olsa 
DNAm ile yaş tahmini çalışmaları bu örnekler de yapılmıştır. 19-
70 yaş aralığında 29 kişiden alınan diş örneklerinde daha önce 
kanda çalışılmış ASPA, PDE4C, ELOVL2 ve EDARADD bölgeleri 
analiz edilmiş ve 4,86 yıllık bir MAD bildirmişlerdir (30). 
Başka bir çalışmada, 17 ila 77 yaş arasında 21 kişiden alınan 
dişlerde ELOVL2, FHL2 ve PENK genlerinde bulunan belirli 
CpG’lerin MALDI-TOF kütle spektrometrisini kullanarak DNA 
metilasyon seviyelerini analiz edilmiş ve  kişilerin kronolojik 
yaşı ile DNA metilasyon değerleri ile bulunan tahmini yaşlar 
arasındaki farkın, dişin minesi ve pulpasından çalışılırsa 1,20 
yıl, sadece pulpasından çalışılırsa  2,25 yıl,  sadece mineden 
çalışılırsa 2,45 yıl ve sadece dentinden çalışılırsa 7,07 yıl 
olduğunu bildirmişlerdir (63). Kan örneklerinde çalışılmış 
CpG’lerin dişlerde çalışıldığı başka çalışmada MSP metodu 
kullanılarak ELOVL2 çalışılmış kronolojik ile tahmini yaş 
arasında ortalama 8,94 yıllık mutlak sapma ile orta düzeyde 
doğruluk gösterdiği bildirilmiştir (64). 15 ila 85 yaş arasındaki 
bireylere ait 65 diş örneğinde yapılan bir çalışmada, ELOVL2, 
ASPA ve PDE4C seçilmiş, telomer uzunluğunun, tahmin 
hatalarında çok az iyileştirmeye katkıda bulunduğu, DNAm’na 
dayalı yaş tahmini için tamamlayıcı bir belirteç olabileceği 
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değerlendirilmiştir (65). NPTX2, KLF14 ve SCGN’in kullanıldığı 
başka bir çalışmada da 1,5-2,13 yıllık bir Ortalama Mutlak 
Hata (MAE) sağladığı bildirilmiştir (66). 2022 yılında yapılan 
başka bir çalışmada ise 59 diş örneğinde DNA metilasyon 
seviyesi analiz edilmiş ve ELOVL2 metilasyon değerinin, yaşla 
pozitif korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir (67). 

Kemikler de dişler gibi güncel çalışmalarda kullanılan 
örneklerdir. Aynı belirteçler, kemiklerde analiz edilmeye 
başlanmıştır. Kemiklerde ELOVL2, KLF14, PDE4C ve ASPA’dan 
6 CpG analiz edilen çalışmada 3,4 yıllık MAE ile yaşı tahmin 
ettiği bildirilmiştir (68). Portekizli kişilerden alınan kemik 
örneklerinde ELOVL2, EDARADD ve MIR29B2C genlerinde 6 
CpG Sanger dizilimi ve multipleks SNaPshot ile analiz edilmiş, 
kronolojik yaştan ortalama mutlak sapma (MAD) 2,56 yıl 
olarak belirlenmiştir (69).

TARTIŞMA
Epigenetik saat, yaşlanma saati, DNA metilasyon 

çalışmaları kronolojik yaştan farklı olarak biyolojik yaştaki 
sapmaları incelemektedir. Çünkü kronolojik yaşla biyolojik yaş 
her zaman aynı olmamaktadır. Nitekim biyolojik yaşı, kişinin 
yaşam şartı, beslenmesi, alışkanlıkları ve hastalıklarından da 
etkilenmektedir. Bu anlamda metilasyon geri döndürülebilir 
de bir değişimdir (70). DNAm’ndaki regresyon analizleri bazı 
durumlarda özellikle kişinin hastalığı veya çevresel şartlardan 
kaynaklı yaş tahmininde yeterli olmayabilmektedir. 
Çevresel şartların analizleri etkilemesine ilişkin yapılan bir 
çalışmada 3 kişiden alınan kan örnekleri 3 farklı yüzeyde 
farklı sürelerde bekletilmiştir. 8 CpG bölgesi (ELOVL2, ASPA, 
TOM1L1, C1orf132, RASSF5, FHL2, CCDC102B ve cg07082267) 
SNaPshot yöntemi ile analiz edilmiştir. Çalışmada yaş tahmini 
analizlerinin 6 aya kadar bekleyen örneklerde yapılabildiği; 
UV de bekletme süresine bağlı olarak 30 dakika bekleyen 
örnekte lokus kayıpları olduğu, 60 dakika bekleyen örnekte 
analizlerin yapılamadığı; 95 °C’de 15 dakika bekletilen 
örnekte analiz yapılamadığı bildirilmiştir (71). Bu çalışma, 
çevresel etkenlerin analizlere etkisini değerlendirmek 
açısından önemli bir çalışmadır. Bu çalışmaların arttırılması 
ile analizler için standartlar belirlenebilir. Bu anlamda 
analizlerin derinleşmesi açısından yapay zekanın kullanımı 
ile ilgili çalışmaların artması gerekmektedir. Bu anlamda 
yapılan bir çalışmada DeepAge programı kullanılmış ve daha 
iyi sonuçlar verdiği görülmüştür (72). Makine öğrenmesi 
yapılan başka bir çalışmada ise belirlenen CpG bölgeleri 
üç farklı yapay zekâ modeline aktarılıp popülasyonlar, 
cinsiyetler ve sağlık koşulları arasında karşılaştırılabilecek 
doğruluk elde ettiklerini bildirmişlerdir (73). 

Analizlerde kullanılan yöntemler geliştirilmeli ve aynı 
örnekler farklı yöntemlerle karşılaştırılarak doğrulaması 
yapılmalıdır. Son zamanlarda yaş tahmini çalışmalarında 
NGS kullanımı artmıştır. 2025 yılında yapılan bir çalışmada 
metilasyon analizlerinde NGS kullanımına oldukça uygun 

daha basit bir yaklaşım olan EpiAgePublic tanıtılmıştır. Bu 
program, geleneksel yöntemlerdeki örnek kalitesi ve işleme 
varyasyonlarından kaynaklanan sorunlar ve hataları ortadan 
kaldırmaya yöneliktir. Çalışmada 4.600’den fazla kişide 
HIV enfeksiyonu ve stres gibi faktörlerin yaşlanmayı nasıl 
etkilediği araştırılmış ve oluşturulan modelin yaşlanmanın 
en hassas belirtilerini saptayabildiğini bildirmişlerdir (74). 
İstatiksel yöntemlerin karşılaştırıldığı bir çalışmada 2-104 
yaş aralığında 895 İspanyoldan kan örneği alınmış, 7 CpG 
bölgesi Agena Bioscience EpiTYPER® teknolojisi kullanılarak 
analizleri yapılmıştır.  Bu çalışmada kantil regresyon (QR), 
kantil regresyon sinir ağı (QRNN) ve kantil regresyon destek 
vektör makinesi (QRSVM) olmak üzere 3 istatistiksel yöntem 
karşılaştırılmış ve en doğru tahminlerin QRNN veya QRSVM 
kullanıldığında elde edildiği bildirilmiştir (32). 

Günümüzde yaş tahmini geleneksel yöntemler 
olarak kabul edilen kemik ve diş incelemelerine göre 
gerçekleştirilmektedir. Kişilerin kemik gelişimi ve dişlerin 
durumu gibi incelemeler, belirteçlere göre yapılmaktadır. 
Bunun için de olay yerinde bu örneklerin bulunması veya 
referans örnekleriyle karşılaştırılması gerekmektedir. Bazı 
durumda doğum tarihi bilinmeyen canlı bireylerin muayene 
edilerek ölçüm yapılması da gerekebilmektedir.

SONUÇ
Sonuç olarak, DNA metilasyon çalışmaları, adli bilimler 

alanında monozigotik ikizlerin ayrımı, dokularının analizi 
gibi konularda destekleyici olabileceği gibi geleneksel 
yöntemlerin aksine olay yerinde bulunan herhangi bir vücut 
sıvısının kullanımı ile kişinin yaş tahmininin yapılmasına 
imkân verebilecek çalışmalardır (75). Bu anlamda 
çalışmaların geliştirilmesi, günümüz teknolojisi yapay zekâ 
programıyla entegre edilmesi, failin ya da olay yerinde 
bulunan diğer kişilerin yaş tahmininin yapılmasında büyük 
kolaylık sağlayacaktır. Böylece genomda yer alan metilasyon 
farklılıklarının belirlenmesi ile monozigotik ikizlerin ayrımı, 
vücut sıvısı ve dokuların analizi ile biyolojik materyalden yaş 
tahmini yapılabilecektir.
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