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Olay yeri biyolojik drneklerinden yas tahminini belirlemede
DNA metilasyonunun etkinligi
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Olay yeri biyolojik orneklerinden yas tahminini belirlemede DNA metilasyonunun etkinligi

Adli bilimler alaninda en yaygin kullanilan epigenetik mekanizmalardan biri DNA metilasyonudur. Giiniimiizde insanlarda kronolojik
yasi tahmin etmek icin cok sayida CpG baolgesinin yasla iliskili metilasyon analizleri gerceklestirilmektedir.

Olay yerinden elde edilen biyolojik 6rneklerde yas tahminini belirlemek hedeflenmistir. Yapilan bu arastirma, ayni zamanda yas tahmini
calismalari icin zemin olusturacaktir.

Adli bir suc sorusturmasi safhasinda tespit edilebilecek biyolojik orneklerden yas tahmini yapilabilmektedir. Bu konuda PubMed, Scopus
ve Google Scholar veritabanlarinda, adli yas tahminiyle ilgili detayli calisma yapilmistir.

Yas ile korelasyon saglamasi bakimindan CpG bolgeleri, degisen yas kategorilerinde kadin ve erkek gonulliiden alinan biyolojik orneklerde
Bisulfit Dontsum yontemi ile calisiimistir. Biyolojik yas ile kronolojik yas gruplarinda tahmin edilen yasin Ortalama Mutlak Sapma (MAD)
veya Ortalama Mutlak Hata (MAE) degerleri tespit edilmistir.

Yapay zeka ile yapilan yas tahminlerinin kan orneklerinde ortalama MAD degeri 3 ila 5 yil arasinda bulunmustur. Ancak dokulara gore
yasa baghliklar tespit edilmis, dogruluklarinin kan orneklerine gore daha disik oldugu gozlenmistir. Sonug olarak adli uygulamalarda,
olay yerinde elde edilen biyolojik materyalin tiiriine gore yas tahmini yapilmaldir.

Anahtar Kelimeler: DNA metilasyonu, Yas tahmini, Biyolojik 6rnekler, Epigenetik, Ortalama mutlak sapma, Ortalama mutlak hata

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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Epigenetik, gen vyapisindaki DNA dizi degisiklikleri ile
aciklanamayan genetik yapidaki degisiklikleri ifade eder (1).
Yunanca “epi” (¢ni) kelimesinden tiretilmis olup “tizerinde”
veya “Ustiinde” anlamina gelir. Genlerin dizisindeki degisim-
lerin nasil ve ne zaman aktif veya inaktif olacagi epigenetik
modifikasyonlarin takibi ile olur. Bu epigenetik degisimler;
DNA metilasyonu (DNAm), kromozomal yapilanma ve histon
modifikasyonlaridir. DNA ile iliskili kromatin proteinlerinin
aktivasyonu belirli protein tretimi faaliyeti icin yalnizca ge-
rekli genleri ifade eder.

DNAm, embriyonik gelisim icin yeniden programlama,
transkripsiyon, genetik imprinting (baskilama), kromozomal
stabilite, kalitsal olmayan genetik yapida ve X kromozomu
inaktivasyonunda o6nemli rol oynar (2). insan genomunda
yaklasik 28 milyon DNA metilasyon bolgesi bulunmakta ve
bunlar zamanla degisime ugramaktadir. Hiicre boliinmesi
sirasinda DNA dizisinin bir sonraki nesile aktariimasiyla epi-
genetik yapi da aktarilir.

DNAm, DNA cift sarmalinda 5—3’ yoniinde bulunan Si-
tozin molekilinin -5. Karbonuna metil (-CH3) eklenmesiyle
olusur. DNA'daki bu 5—3’ yonlii CG metilasyon bolgelerine
“CpG” dintikleotidleri denir. insan genomunda bu bolgeler
biyik olctide metillenmistir (3). Metillenmemis CpG'ler ise
“CpG adaciklan” olarak adlandirihr. Genellikle yiiksek CG yo-
gunluguna sahip (>%55 CG icerigi) 300-3000 baz cifti uzun-
lugunda kiimeler halinde bulunurlar ve ¢cogunlukla yapisal
genlerin promotor bolgelerinde yer alirlar (4).

Yas ilerledikce belirli CpG bolgelerinde siklikla hiperme-
tillenme ve hipometillenme gozlenmektedir (5). Bireyler yas-
landikca hipermetilasyon veya hipometilasyona ugramasi,
gelistirilmis tahmin modellerinin yolunu a¢mistir. Yapilan
arastirmalar, DNAm’'nun ergenlige kadar, yetiskinlik done-
mine kiyasla daha hizl degistigini gostermistir (6, 7). insan
Genom Projesi ile birlikte bu arastirmalar daha da artmis ve
insan genomunda 28 milyon CpG dinikleotidinden milyon-
larcasinin metilasyon durumlarinin yasla birlikte degistigi
gorilmistir. DNAm icin cok cesitli biyobelirtecler ve yontem-
ler cahisiimis ve hiicre tipleri arasinda farkli dogruluklar elde
edilmistir. Amac, insani tanimlamaya yardimci olmak icin so-
nuca en yakin yas tahmin modelleri belirlemektir.

Adli bir olay gerceklestiginde kollugun gerceklestirdigi suc
arastirmalarinda siklikla biyolojik 6rnekler olarak kan, kil,
meni, tikirik vb. kalintilara rastlanmaktadir. Sorusturma
esnasinda dogru yas tahmininde bulunmasi, suclu arastirma
havuzunu daraltmaya yardimci olacaktir.

Epigenetik Saat ve Yas Tahmin Ediciler

insanlarda ve farelerde yapilan cahismalar, DNAm’na
dayali biyobelirteclerin daha 6nce ulasilamayan yaslanmanin
molekiiler bir biyobelirtecler olma kriterlerini karsiladigini
gostermektedir. Bu belirtecler, DNA'nin her tirlii kaynagina
(hiicreler, dokular ve organlar) ve tim yas araliklarina
(dogum oncesi dokulardan yiiz yasini gecmis bireylere kadar)
uygulanabilmektedir. Kesiflerden bu yana DNAm belirtecleri;
tip, biyodemografi, endokrinoloji, diyet calismalari ve hiicre
biyolojisi gibi cesitli alanlarda uzun siiredir cevapsiz kalan
sorulara vyanitlar saglamistir. Ayni zamanda epigenetik
saatler, tiire 06zgu olarak da degerlendirilmis, yaban hayati
yonetimi ve koruma biyolojisi ile ilgili calismalara da dahil
edilmistir (8).

Epigenetik mekanizmalar fetal donemde baslar ve yasam
boyunca devam eder. Kronolojik yas, dogumla beraber
surekli bir degiskenken; Biyolojik yas, bireyin saghgini ve yasa
bagl biyolojik degisiklikleri dlger (9). insanlar yaslandikca,
farkli cevresel faktorlere maruz kalmalar sonucunda
epigenetik profilleri degismektedir. Son yillarda yas tayininde
kullanilan bircok gen bolgesindeki CpG alanlarindaki DNA
metilasyon seviyelerinin analizine dayali yas tayinine yonelik
bircok panel ve kit gelistirilmistir. Gelistirilen bu panel ve
kitlerin adli arastirmalarda aktif olarak kullanilabilmesi
icin  gecerliliklerinin  yapilmasi  ve uygulanabilirliginin
olcilmesi gerekmektedir. Bu alanda yirttilen calismalar
genelde secilen epigenetik belirteclerin duyarliligi, insan
ozgullugl ve stabilitesi ile ilgili veri elde etmek, kosullarini
ve sinirlamalarini belirlemek icin gelisimsel dogrulama
calismalari yapilmasi yoniindedir. Ozellikle de adli 6rnekler
simile edilip, gelistirilen panelin bozunmus orneklerdeki
basarisini 6lcmek biyiuk 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
kontrole ve validasyona dayali calismalar, gelistirilen panelin
guvenilirligi ve kullanilabilirligi agisindan 6nemlidir.

Epigenetik “yas tahmin ediciler”, CpG dizileri (baska
bir deyisle “saat CpG'leri”), bu dizilere bagli matematiksel
algoritmadan olusur. Bu sistem, bir DNA'nin hiicre, doku veya
organ seviyesinde kaynagina dayali yasi yil cinsinden tahmin
eder. Bu tahmini vyas; epigenetik yas veya daha spesifik
olarak DNAm vyasi olarak ifade edilir. Sadece kronolojik yasi
degil, ayni zamanda ilgili DNA kaynaginin biyolojik yasini da
yansitir. Bu nedenle, DNAm yas tahmin ediciler genellikle
“epigenetik saatler” olarak ifade edilir.

Yas tahmininde kullanilmak (izere epigenetik saatler,
telomer uzunlugu, transkriptom, proteom ve metabolom
temelli tahmin araclari ile bilesik biyobelirtecler olmak tizere
alti tip biyolojik yas belirteci incelenmistir. Ancak epigenetik
saatin biyolojik yasin molekiler diizeydeki en umut verici
tahmin edicisi oldugu sonucuna varilmistir.
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Yaslanma Saatleri

Son calismalarda bir bireyin biyolojik yasini tahmin
etmek icin genetik diziden ziyade, epigenetik degisikliklere
ozellikle de DNAm‘na 6nem verilmistir. DNAm, yasla birlikte
ongorilebilir sekilde degisen kimyasal bir modifikasyondur.
Bu degisiklikler, bireyin DNA'sI lzerinde yasa bagh “izler”
birakir ve bu da yas tahmininde kullanilabilir. Yas ilerledikce,
bazi CpG bolgelerinde metilasyon oranlari artar veya azalir. Bu
degisimler cok belirgin oldugundan, yas tahmininde yiiksek
dogruluk saglar. Yas tahmini calismalarinda epigenetik
mekanizmalara yonelinmistir. Bireyin goriinimu ve kokeni
kalitsal ozellik olarak ifade edilirken, yas tamamen cevresel
ve biyolojik suireclerle iliskilidir. Bu ytizden yas tahmini, DNA
dizisinden degil, DNA'nin kimyasal yapisindan yararlanilarak
yapilir. Yapilan calismalar yaslanmayla birlikte farkh doku
tiplerinde yiiksek metillenmis bolgeler tizerine olmustur. Bu
alanlarin genel olarak CpG'lerde, bivalent promotorlerde ve
Polycomb hedef genlerinde oldugu bildirilmistir (10,11,12).
DNA metilasyon kaliplari farkli etki ve bolgelere gore degisim
gosterebilir. Bu degisimler yasa bagli ya da calisilan dokuya
gore de degisiklik gostermektedir. 2015 yilindan sonra yas
tahmini alaninda cok sayida yeni model gelistirilmistir.
Hepsi farkli dogruluk seviyelerine sahip olsa da ayni temel
prensibe dayanir. Yiiksek boyutlu genom verilerinden tek
bir yas tahmini tretmek amaclanmistir. Calismalarin ilk
uygulama alani kandaki DNA'dan yas tahminidir. Yapilan
calismalarda hata payinin en dusik oldugu 6rneklerin kan,
agiz ici suriintisu ve tukarik oldugu belirlenmistir (13, 14).
Bu nedenle son yillarda tiikiiriik, meni, kemik, hatta deri gibi
farkli dokulara uygun modeller de gelistirilmistir.

Alternatif olarak viicudun farkli bolgelerinde gozlenen
yaslanma hizindaki farkliliklar da arastirimaktadir. Bu
calismalardan biri olan Horvath saati, vicudun farkh
bolgelerindeki yaslanma hizlarini belirlemede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Horvath, Hannum ve arkadaslari ile McCrory
ve arkadaslari farkli saat modellerini, farkli populasyonlarda
farkli doku tiplerini inceleyerek tahminler gelistirdiler (15).
Bir bireyin doku ve organlarinin cogu genel olarak benzer
epigenetik yaslara sahiptir. Bu doku ve hiicreler arasinda
yas senkronizasyonu, oOzellikle beyin ve kan hiicrelerinde
carpicidir. Bu iki hiicre turl hiicresel cogalma ve yenilenme
acisindan uc¢ noktalarda yer almaktadir. Fakat yine de
benzer epigenetik yas sonuclari verir. Ancak bazi istisnalar
da vardir: Beyincik (cerebellum), diger beyin bolgelerine
gore epigenetik olarak daha genctir. Kadin meme dokusu,
viicudun diger bolgelerine gore epigenetik olarak daha
yashdir. Buna karsin, bu saat sperm hiicreleri icin gecerli
degildir. Ancak bu hiicrelere 6zel, epigenetik yas tahmin
edicisinin gelistirilmesine yonelik calismalar bulunmaktadir.

Hannum (16), Horvath (15), PhenoAge (17), EPM (18) ve
Zhang19 ENPRED (19) olmak uzere bes yaslanma saatinde

CpG bolgelerinin  karsilastiriimasi  yapilmistir. ~ Bu  bes
yerlesik yaslanma saatinin birbirleri ile karsilastiriimasinda
EStimage (EStimation of Methylation Age) web sayfasindan
yararlaniimistir (20).

DNA Metilasyon Yontemleri

Yastahminiicin en dogru DNAm belirteclerini tespit etmek
amaciyla cesitli yontemler arastirilmistir. Bu yontemler, adli
analizlerde yaygin olarak kullanilan dokulari hedef almis ve
farkli sonuclar ortaya cikarmistir. Kullanilacak tekniklerin
secimi, belirlenen spesifik hedeflere baglidir. Yuizlerce lokusu
taramak gerekti§inde DNA mikroarray teknolojisinden
yararlaniimalidir.

DNAm calismalarinda en kiiciik mutlak biizilme ve secim
analizleri Lasso (Least Absolute Shrinkage and Selection
Operator) ve elastik ag regresyon modelleri de yas tahmininde
kullaniimaktadir. Kullanilan en kiicik mutlak biiziilme
analizinde, yastahminiicin en uygun CpG'leri otomatik sekilde
secer ve denetimli makine 6grenimi analizleri gerceklestirir.

Adli olaylarda rutin yas tahmini icin az miktarda DNA
ile analiz yapilmasini saglayan, yiiksek hassasiyet ve
dogruluk oranini koruyan minimum sayida DNA belirtecinin
kullaniimasi hedeflenmektedir. Yas tahmininde kullaniimak
tizere cesitli biyolojik belirtecler belirlenmistir. Telomer
tekrar uzunlugu (21), sinyal bilesimli T reseptor eksizyon
dongisi (sjTRECler) (22), ileri glikasyon drtinlerinin birikimi
(23), aspartik asit rasemizasyonu ve DNAm (24), bu belirtecler
arasindadir. Bu belirteclerin yasla baglantisi biliniyor fakat
cogunda dustk dogruluk ve belirli dokularda goriilmesi
nedeniyle uygulamada fazla tercih edilmemektedir. Bu
belirtecler arasinda en umut verici yas tahmini biyobelirtecler
olarak DNAm belirtecleri goriilmektedir. DNAm calismalarinda
ilk basamak bisulfit dontsumudir. Sonrasinda ise dizileme
yontemleri kullanihr. Bu yontem, DNA metilasyon analizinde
altin standart olarak kabul edilir ve giinimiizdeki cogu
yontem, CpG bolgelerini tespit etmek icin bu islemi
baslangic asamasi olarak kullanmaktadir. Bu islem sirasinda,
deaminasyon siireci gerceklesir. Metillenmemis sitozinler
urasile donusurken, metillenmis sitozinler degismeden kalr
ve sonrasinda gerceklestirilen amplifikasyonda urasil, timin
olarak cogalir (25). Boylece, metillenmis ve metillenmemis
sitozinler arasindaki fark, DNA dizilimindeki degisikliklerle
gozlemlenebilir (26). Bisulfit dontsimden vyararlanma
sinirlidir. En bulyuk dezavantajlarindan biri, DNA'nin ciddi
sekilde bozulmasina yol acarak, sonraki analizler icin elde
edilebilecek DNA miktarini azaltmasi ve dizileme bilgilerinin
kaybolmasina neden olmasidir. Ayrica, orneklerin tam
olarak doniismemesi ve yeniden birlesme (reannealing)
gibi donusim sorunlari, dikkat edilmesi gereken onemli
faktorlerdir. Bunun yani sira, DNAnin kalitesi, basarili
bir bisulfit dontsum icin kritik bir faktordir. Bu durum
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ozellikle adli olaylar icin bir sinirlama teskil edebilir (27).
Buna ragmen, bisiilfit dontsiimii, DNA metilasyon analizinin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamistir. Guniimiizde, DNA
bisulfit dontsimi yapmak icin cesitli ticari kitler mevcuttur
ve bu kitlerin performansi farkli arastirmacilar tarafindan
cahsiimistir (28).

Bistilfit degisiminden sonra dizileme yontemi icin farkh
metotlar  uygulanmaktadir.  Metilasyon calismalarinda
mikroarray ve buyik paralel dizileme teknolojileri
(Massive Parallel Sequencing technologies -MPS), Sanger,
Pirosekanslama, Multipleks  Minidizileme  (SNaPshot),
Metilasyon Spesifik PCR (MSP), Metilasyona Duyarli Yiksek
Cozundrltkla  Erime  (MS-HRM), EpiTYPER, Nanopore
sekanslama, Damlacikli Dijital PCR (Droplet Digital PCR,
ddPCR), lllumina mikrodizi teknolojisi (BeadArray) gibi DNA
metilasyon degisikliklerini daha spesifik tespit eden bir
yontemlerdir.

Sanger ile Bisilfit Dizileme; en eski DNA metilasyon
analizi yontemidir. Uygulanabilirligi acisindan kolaydir ancak
birden fazla bolge incelemelerinde dezavantajdir. Primer
tasariminin iyi yapiimasi gerekmektedir (26).

MSP;  metilasyon durumunu degerlendirmek icin
kullanilan PCR tabanh bir yontem kullanilarak metilasyon
durumu degerlendirilir. Yontem basit ve DNA miktarinin az
olmasindan etkilenmemesi acisindan adli laboratuvarlar icin
uygundur (26).

Pirosekanslama; DNAm calismalarinda kullanilan bu
yontemde, farkli doku tiplerinde karsilastirma amacli
kullanilmis calismalar bulunmaktadir (29, 30). Bisiilfit
degisiminden sonra uzayan DNA zincirine eklenen bir
niikleotitle pirofosfat salinimi olur ve 1sik yayihmi gerceklesir.
Kamera tarafindan algilanan isik T ve C niikleotitlerinin
oranini, bir dizideki her CpG bolgesindeki metilasyonu
belirler. Uzayan zincire bir niikleotid eklendiginde pirofosfatin
salinmasina neden olur ve i1sima gerceklesir. Bu yontem
Isima tespitine dayanan bir yontemdir. Normal okuma
uzunlugu 40 nikleotidden azdir ve ayni parcada yalnizca
yakin konumlu CpG bolgeleri analiz edilebilir (31). Dustk
metilasyon oranini belirler ancak multipleks analiz icin cok
tercih edilmemektedir.

SNaPshot; hedef niikleotit dizisinin 1 b¢ uzagina baglanan
primere floresan isaretli ddNTP eklenmesiyle dizinin
sonlanmasi prensibine dayanir. Bu basamak bisiilfit degisimin
ardindan gerceklesir. Ancak floresan yogunluklar farkl olan
ddNTP’lerin baglanmasiyla metilasyon degerini degistirebilir.
Bu durum aslinda bu yontemin kisithliklarindan kaynaklanir
(32).

MS-HRM; metillenmis ve metillenmemis bolgeler
arasindaki erime egrilerinin karsilastirildigi yontemdir (26).

EpiTYPER; 100-600 baz ciftinden olusan genomik
bolgelerdeki coklu CpG'lerin  DNAm‘nu nicel olarak
degerlendirmek icin kullanilan bir teknolojidir (33). Bu
yontem ayrica fazla sayida ornek veya bolgenin 6lciilmesini
gerektiren durumlarda da kullanilmaktadir. Bu yontemde
bisulfit donustirilmis DNA'nin PCR ile cogaltiimasi ardindan
kiitle tabanli yeniden dizilenmesidir. Bu islemin ilk basamag;
bisulfit degisimi ardindan bisilfit PCR yapilir. PCR sirasinda
eklenen T7 promotorii ile PCR Grtinuini ters iplikten transkribe
etmek icin kullanir ve tek iplikli bir RNA Griini elde edilmis
olunur. Bu tek iplikli RNA, RNaz ile kesilir ve metilasyon
ylizdesi hesaplanir. Bu yiizde ise, metillenmis parcayi temsil
eden tepe noktasinin yiizey alaninin hem metillenmis hem
de metillenmemis parcanin tepe noktalarinin toplam yiizey
alanina boltinmesiyle hesaplanir (33).

Nanopore sekanslama; Nanopordan gecen DNA elektrik
akiminda dalgalanmalara neden olur. Bu yontemde elektrik
akimindakidalgalanmanin él¢timiiile dizilemeyapilmaktadir.
Bu yontemde bisulfit dontisiim yapilmasina gerek olmadan
metillenmis ve metillenmemis sitozini ayirmak mamkindr
(34, 35).

ddPCR; venilik¢ci bir kantitatif yontemdir. Bisiilfit
dondstimiinden sonra DNA mikro damlaciklarina ayrilir ve
PCR amplifikasyonu ile damlaciklarin analiz edildigi kantitatif
bir yontemdir (26). Adli arastirmalar icin de uygundur. Hizli
bir yontemdir. Adli tipta, bu yontemin kan orneklerinde ve
tukirik orneklerinde gecerliligi vardir.

BeadArray; silika mikroboncuklar kullanir. Tek bir
birey icin milyonlarca genotip ayni anda analiz edilebilen,
mikrokuyucuklarda muhafaza edilen minik silika boncuklar
ile belirli bir lokusu hedef alan teknolojidir. Karmasik bir
biyoinformatik analiz gerektirmektedir.

Kullanilan  yontemlerin avantaj ve dezavantajlan
bulunmaktadir. Pirosekanslama, MSP ve dogrudan Sanger
dizilemesi, tek bir genin promotor bolgesi veya bir CpG adasi
gibi hedeflenen bolgelerin analizi icin en yaygin kullanilan
yontemlerdendir ancak nicel olarak dusiik dogruluk, kisa
okuma uzunlugu ve dusiik ornek verimi bu yontemlerin
dezavantajlarindandir (36).

Adli Uygulamalarda Kullanilan Temel Yas Tahmin
Modelleri

Yaslanma saatleri, epigenetik saatler, pek cok tip alaninda
kullanilmistir.  Adli olaylarda ise ozellikle olay vyerinde
bulunan biyolojik orneklerden yas tespitinde kullaniimasi
onemli bir adimdir. Olay yerinde bulunan biyolojik bir
ornegi, karsilastinlacak bir referans ornek olmadigi zaman
kisinin ozelliklerini tahmin etmek zorlasmaktadir. DNAm
calismalari ozellikle referansi olmayan vakalara yardimc
olmaktadir. Literatiirdeki calismalar DNAm ile kronolojik yas
tahmini, monozigot ikizlerini ayirt etmek ve dokulari tiplerini
tanimlamaya yonelmistir (37-40).
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Adli alanda vyas belirlemede kullanilan spesifik yas
belirleme modelleri arastinlmistir.  Bunlardan ELOVL2
(Elongation of Very Long Chain Fatty Acids Protein 2) kan,
dis, kemik ve agzi ici strtintileri ile cahisiimis ve yas ile giicl
pozitif korelasyonlar gosterdigi bildirilmistir (26, 41).

DNAm’dan yas tahmini calismalar giinimizde artmaya
baslamistir. Bu calismalar hem farkli dokular hem de farkli
yontemler kullanilarak yapilan calismalardir.

Kan Orneklerinde Yas Tahmini Calismalari

Olay vyerinde en fazla karsilasilan orneklerden ilki
kan ornekleridir. Bu nedenle adli genetik analizlerin ilk
uygulama calismalarinda oldugu gibi DNAm ile yas tahmini
calismalarinin ilki de kan ornekleriyle olmustur. Yas tahmini
biyobelirteclerden ilk kullanilan ELOVOL2nin pirosekanslama
kullanarak 100 postmortem kan 6rneginden cahsildigi onciil
calismada 2 CpG bolgesi ortaya konmus ve 10,2 yillik bir
tahmin hatasi ve 7,1 yillik bir ortalama mutlak sapma oldugu
bildirilmistir (42).

19 ila 101 vyaslari arasindaki 656 kan oOrneginden
450.000'den fazla CpG bolgesi BeadArray teknolojisi
ile calisilmis ve bagimsiz veri setlerinde dogrulandig)
belirtilmistir (16). Kan ile yapilan bir baska calismada sadece
bisulfit pirosekanslama yontemiyle 3 CpG bolgesinde DNAm
seviyelerinin bisulfit dizilemesi ile olctilmesini gerektiren
epigenetik yaslanma imzasi gelistirdiklerini bildirmislerdir
(21). Ergenlerde ve genc yetiskinlerde arastirmalar sinirhdir.
Kan ornekleriyleyapilan calismalardan biri de ergenler ve genc
yetiskinler icin Ergenler ve Geng Yetiskinler icin Yas Tahmincisi
(PAYA) onermislerdir. Bu calismada kan orneklerinde 267
CpG metilasyon bolgesi arastiriimis ve karsilastirma icin 18
yasindaki bireylerden olusan bagimsiz bir dogrulama veri seti
kullanilarak 0.7 yilin biraz altinda bir medyan mutlak sapma
elde ettiklerini bildirmislerdir (43).

Bistilfit pirosekanslama kullanarak 427 kan orneginde
ELOVL2 genindeki 7 CpG'nin metilasyonun calisildigr bir
calismada5,75'likbir MAD ile yas tahminine olanak sagladigini
ve 4 haftalik oda sicakhginda beklemeden sonra bile hicbir
metilasyon degisikligi olmadigini bildirmislerdir (44). Ayni
grup tarafindan bir diger calismada da pirosekanslama
kullanilarak 420 kan orneginde 41 CpG'nin analizi yapiimis,
ELOVL2, TRIM59, Clorf132/MIR29B2CHG, KLF14 ve FHL2
genlerinden bes belirteci kullanan yas tahmin modeli
tretmislerdir (45).

Pirosekanslama kullanilarak yapilan yas tahmin modelleri
oncu calismalardan birinde, 151 kan 6rnegi analiz edilmis ve
ITGA2B, ASPA ve PDE4C genlerindeki 3 CpG holgesinde 5yildan
az bir MAD elde ettiklerini bildirmislerdir (21). Pirosekanslama
ve makine o6grenme algoritmasinda kullanilan Random
Forest Regresyonu’'na dayali analizlerle yapilan calismada

0,1 ng genomik DNA ile 10-79 yaslarindaki 128 erkek ve 113
kadindan alinan kan lekesi kullanilarak 6 genden 46 CpG
bolgesinin metilasyon seviyelerini incelediklerinde her model
icin 3 yildan az bir mutlak sapma oldugu, bunun da adli
vakalarda kullanilabilirligi belirlenmistir (46).

Postmortem bir calismada 36 postmortem kan érneginde,
varyasyonun %74’unti 10,2 yillik bir tahmin hatasi ve 7,1 yillik
bir ortalama mutlak sapma (MAD) oldugu bildirilmistir (47).

SNaPshot yonteminin kullanildigr calismalardan birinde
448 ornek kullanarak bagimsiz yas tahmin modelleri ve 5
CpG bolgesi (ELOVL2, FHL2, KLF14, C1orf132/MIR29B2C ve
TRIM59) incelenmis ve kan ornekleri icin 3,48 yillik bir MAD
elde ettikleri bildirilmistir (48). Cin Han popilasyonundan
alinan 310 kan orneginin analizinin yapildigi calismada
ASPA, EDARADD, KLF14, CCDC102B, ZNF423, ITGA2B, KLF14
ve FHL2 genlerinden 7 CpG belirteci kullanilimis ve destek
vektor regresyon modelinin en dogru yontem oldugu ve 80
test setinde 5,56’lik bir MAD elde ettikleri raporlanmistir (49).
Farkli popilasyonlardaki sonuclari karsilastirmak icin Onofri
ve arkadaslari italyan popiilasyonunda ELOVL2, FHL2, KLF14,
MIR29B2C ve TRIM59 genlerindeki 5 CpG bolgesini SNaPshot
yontemiyle calismis ve test setinde 3,01 yilhik bir MAD elde
ettiklerini bildirmislerdir (50).

EpiTYPER yontemi kullanarak 15-75 yas arasindaki 390
Cinli kan 6rneginde 21 genomik bolge icindeki 153 yasa bagl
CpG bolgesi arastirilmistir. Bu calismada ELOVL2, TRIM59,
MIR29B2CHG, PDE4C, CCDC102B, RASSF5 genlerinde bulunan
9 CpG bolgesini yas tahmini icin en uygun bolge olarak
tanimlamislardir (51).

Yas tahminleri ile ilgili farkli popilasyonlarda yapilan
calismalar mevcuttur. Tirk popilasyonunda yapilan
calismalarla ilgili olarak; 100 gonailliiden alinan kan 6rnekleri
ile 2024 vyilinda Filoglu ve arkadaslar tarafindan Tirk
popilasyonu icin gelistirilen yeni bir yas tahmin modelini
sunulmustur. Bu calismada kan orneklerinde TOM1L1,
ELOVL2, ASPA, FHL2, Clorf132, CCDC102B, cg07082267 ve
RASSF5 lokuslarindaki 8 CpG bolgesi calisiimis ve duyarlilik
analizi, =1 ng DNA ile guvenilir bir performans gosterdigi,
coklu dogrusal regresyon kullanan istatistiksel modellemenin,
ELOVL2, ASPA, FHL2, C1orf132, CCDC102B ve RASSF5 icin
giivenilirligini bildirmislerdir (52).

Felaket kurbanlarinin kimliklendirilmesinde yanmis
cesetlerde DNA analizleri oldukca zordur. Buna ragmen,
yanmis cesetlerden elde edilen kandan DNAm ile yas tahmini
calismasi yiritilmustir. Bu calismada yanmis cesetlerden
alinan 29 kan orneklerinde Tek Baz Uzama (SBE) testi ile
analizler yapilmis, %79,3'tinde dogru tahmin yapilirken, 6
vakada yanhs tahmin yapilmistir. Bunun da orneklerdeki
bozulmalardan kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir (53).
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Bocklandt ve arkadaslari, 21-55 yaslari arasindaki 34 erkek
tek yumurta ikizi ciftinin tikiraginde sitozin metilasyon
derecesinin vyasla onemli olctude iliskili oldugunu ve bir
bireyin yasini ortalama 5,2 yil dogrulukla tahmin edebilen
bir regresyon modeli olusturmuslardir (54). 21 ila 69
yaslari arasindaki bireylerden alinan agiz ici sirtintisinin
kullanildig baska calismada, PDE4C, ELOVL2, ITGA2B, ASPA,
EDARADD, SST, KLF14 ve SLC12A5 bolgelerinde bulunan 88
CpG holgesi yasa bagl metilasyon pirosekanslama ile analiz
edilmis, dogrusal regresyon analizi yapilmis ve incelenen 3
CpG bolgesini iceren bir yas tahmin modeli olusturularak
tahmin edilen yas ile kronolojik yas arasindaki ortalama
mutlak sapmanin, 5,11 yil oldugu belirlenmistir (55).

Farkli hiicre kompozisyonlari ve dokularinin yasa bagl
degisimini inceleyen calismalar da vardir. Bu calismalardan
birinde, tiklruk orneklerindeki farkli hiicre kompozisyonunu
kullanilarak 55 agiz ici stirtintiide pirosekanslama yontemiyle
PDE4C, ASPA ve ITGA2B CpG bolgelerinde calisiimis,
7,03’ltik bir MAD elde edilmis ve ayrim yapmak icin lokosit
ve epitel hiicrelere 6zgli 2 CpG belirtecine bakilmis 5,09
ve 5,12’lik MAD’ler elde edilmis, hiicre tipine 0zgli CpG
modelinin daha fazla dogruluk gosterdigi tespit edilmistir
(56). Bir baska calismada ise 184 kisiden alinan tikirik
ve yanak hiicresi olmak (zere toplam 368 ornekle [llumina
HumanMethylation450 BeadChip metoduyla iki dokuya 6zgii
belirtec olan HUNK ve RUNX1 ile 7 CpG holgesi (cg10501210,
LHFPL4, ELOVL2, PDE4C, HOXC4, OTUD7A ve EDARADD) analiz
edilmistir. SNaPshot metoduyla da dokuya o6zgi birlesik
yas tahmin modelleri gelistirilmis; 91 tikirik, 93 yanak
hiicresi bulunan test setinde 3,66’lik bir MAE elde edilmistir
(56). Bu calismaya dokuya o0zgii belirtecler eklendiginde
yas tahmininde bir degisim ya da iyilesme gorilmedigi
belirlenmistir. Bu da hticresel kompozisyonlarin daha onemli
oldugunu gostermektedir (57).

ddPCR teknolojisinin kullanildigr ilk metilasyon calismasi
tukiruk ornekleriyledir. Bu calismada tuikiriik orneklerinde
SST, KLF14, TSSK6 ve SLC12A5 genleri icinde bulunan 4 CpG
bolgesinde bulunan metilasyon oranlari analiz edilmis ve 76
kisiden alinan tukuriik 6rneklerinde 3,3’liik bir MAD tahmini
veren modeli gelistirmislerdir (58).

Meni Orneklerinde Yas Tahmini Calismalari

Cinsel saldiri vakalarinin bir numaral delillerinden
biri meni ornekleridir. Kimliklendirmenin disinda elde
referans ornegi yoksa yas tahmini calismalari 6nem arz
etmektedir. Bu baglamda DNA metilasyon yas belirlemesi
icin meni ornekleriyle de calismalar yapilmistir. Literatiirde
genel olarak 11. kromozomda bulunan Folat Hidrolaz 1byi
kodlayan FOLH1B geni, menide yas tahmini belirlemede

cok calisilmistir. Meni o6rneklerinden DNAm kullanilarak
yapilan ilk yas tahmini calismasi 2015 yilinda yayinlanmistir.
Bu calismada 20 ila 73 yaslarindaki bireylerden alinan 68
meni orneginde secilen CpG bolgelerinde, TTC7B genindeki
cg06304190, NOX4 genindeki cg06979108 ve cg12837463'de
tahmin edilen yas ile kronolojik yas arasinda yaklasik 5 yillik
ortalama mutlak farkla yiksek bir korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (59). 2021'de yapilan bir baska calismada SH2B2,
EXOQ3, IFITM2 ve GALR2 ve pek cok calismada secilen FOLH1B
genindeki 6 CpG belirtecinin, meni érneklerinde en kullanish
model oldugunu ve yaklasik 5,1 yillik mutlak hata ile yas
tahmini yapilabildigini bildirmislerdir (60).

Er ve arkadaslari (61) meni orneklerinde 12 CpG
bolgesinden (PARP14, C50rf25, cg23488376, MXRA5, PFKFB3,
DLL1, NOX4, cg12837463, TTC7B, KCNA7, NKX2-1 ve SYNE4)
olusan bir multipleks panel gelistirmislerdir. Bu calismada
20-71 vyas araligindaki bireylerden meni érnekleri alinmis ve
SNaPshot testi kullanarak 3,81 ila 4,1 yil arasinda degisen
ortalama mutlak hatalarla gtivenilir dogruluk elde ettiklerini
bildirmislerdir. Ayni calismada meni lekelerinin farkli
kumaslardaki yitkama ve cevre maruziyeti sonrasi metilasyon
analizleri de arastirilmis ve dayaniklihk gosterdigi de tespit
edilmistir. Meni ornekleriyle yapilan baska bir calismada da
22, 32 ve 44 yaslarindaki 3 kisiden meni ornekleri alinmis,
farkli kumaslardaki meni lekelerini 1 yil beklettikten ve
farkli sicakliklarda yikadiktan sonra bile yas tahminleri
yapilabilmistir (62).

Dis ve Kemik Orneklerinde Yas Tahmini Calismalar

Ozellikle feth-i kabir olgularindan gelen 6rnekler kemik ve
dis ornekleridir. Diger viicut sivilarina gore daha az da olsa
DNAmileyastahminicalismalaribuorneklerdeyapilmistir. 19-
70vasaraliginda 29 kisiden alinan dis érneklerinde daha once
kanda calisiimis ASPA, PDE4C, ELOVL2 ve EDARADD holgeleri
analiz edilmis ve 4,86 yillik bir MAD bildirmislerdir (30).
Baska bir calismada, 17 ila 77 yas arasinda 21 kisiden alinan
dislerde ELOVL2, FHL2 ve PENK genlerinde bulunan belirli
CpG'lerin MALDI-TOF kuitle spektrometrisini kullanarak DNA
metilasyon seviyelerini analiz edilmis ve kisilerin kronolojik
yasi ile DNA metilasyon degerleri ile bulunan tahmini yaslar
arasindaki farkin, disin minesi ve pulpasindan calisilirsa 1,20
yil, sadece pulpasindan calisilirsa 2,25 yil, sadece mineden
cahsilirsa 2,45 yil ve sadece dentinden calisihirsa 7,07 il
oldugunu bildirmislerdir (63). Kan orneklerinde calisiimis
CpG'lerin dislerde calisildigi baska calismada MSP metodu
kullanilarak ELOVL2 cahisiimis kronolojik ile tahmini yas
arasinda ortalama 8,94 yillik mutlak sapma ile orta diizeyde
dogruluk gosterdigi bildirilmistir (64). 15 ila 85 yas arasindaki
bireylere ait 65 dis orneginde yapilan bir calismada, ELOVL2,
ASPA ve PDE4C secilmis, telomer uzunlugunun, tahmin
hatalarinda cok az iyilestirmeye katkida bulundugu, DNAmM’na
dayali yas tahmini icin tamamlayici bir belirtec olabilecegi
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degerlendirilmistir (65). NPTX2, KLF14 ve SCGN’in kullanildig
baska bir calismada da 1,5-2,13 yillik bir Ortalama Mutlak
Hata (MAE) sagladigi bildirilmistir (66). 2022 yilinda yapilan
baska bir calismada ise 59 dis 6rneginde DNA metilasyon
seviyesi analiz edilmis ve ELOVL2 metilasyon degerinin, yasla
pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (67).

Kemikler de disler gibi guncel calismalarda kullanilan
orneklerdir. Ayni belirtecler, kemiklerde analiz edilmeye
baslanmistir. Kemiklerde ELOVL2, KLF14, PDE4C ve ASPA'dan
6 CpG analiz edilen calismada 3,4 yillik MAE ile yasi tahmin
ettigi bildirilmistir (68). Portekizli kisilerden alinan kemik
orneklerinde ELOVL2, EDARADD ve MIR29B2C genlerinde 6
CpG Sanger dizilimi ve multipleks SNaPshot ile analiz edilmis,
kronolojik yastan ortalama mutlak sapma (MAD) 2,56 vyl
olarak belirlenmistir (69).

TARTISMA

Epigenetik saat, yaslanma saati, DNA metilasyon
calismalari kronolojik yastan farkli olarak biyolojik yastaki
sapmalariincelemektedir. Clinkii kronolojik yasla biyolojikyas
her zaman ayni olmamaktadir. Nitekim biyolojik yasi, kisinin
yasam sarti, beslenmesi, aliskanliklari ve hastaliklarindan da
etkilenmektedir. Bu anlamda metilasyon geri dondurilebilir
de bir degisimdir (70). DNAm’ndaki regresyon analizleri bazi
durumlarda ozellikle kisinin hastaligi veya cevresel sartlardan
kaynakli yas tahmininde veterli olmayabilmektedir.
Cevresel sartlarin analizleri etkilemesine iliskin yapilan bir
calismada 3 kisiden alinan kan ornekleri 3 farkl yuzeyde
farkl sirelerde bekletilmistir. 8 CpG bolgesi (ELOVL2, ASPA,
TOM1TLT, Clorf132, RASSF5, FHL2, CCDC102B ve cg07082267)
SNaPshot yontemi ile analiz edilmistir. Calismada yas tahmini
analizlerinin 6 aya kadar bekleyen orneklerde yapilabildigi;
UV de bekletme siiresine bagli olarak 30 dakika bekleyen
ornekte lokus kayiplari oldugu, 60 dakika bekleyen 6rnekte
analizlerin yapilamadig; 95 °Cde 15 dakika bekletilen
ornekte analiz yapilamadigi bildirilmistir (71). Bu calisma,
cevresel etkenlerin analizlere etkisini degerlendirmek
acisindan onemli bir calismadir. Bu ¢calismalarin arttirilmasi
ile analizler icin standartlar belirlenebilir. Bu anlamda
analizlerin derinlesmesi acisindan yapay zekanin kullanimi
ile ilgili calismalarin artmasi gerekmektedir. Bu anlamda
yapilan bir calismada DeepAge programi kullaniimis ve daha
iyi sonuclar verdigi gorulmustir (72). Makine o0grenmesi
yapilan baska bir calismada ise belirlenen CpG bolgeleri
¢ farkli yapay zeka modeline aktarihp populasyonlar,
cinsiyetler ve saglik kosullari arasinda karsilastirilabilecek
dogruluk elde ettiklerini bildirmislerdir (73).

Analizlerde kullanilan yontemler gelistirilmeli ve ayni
ornekler farkli yontemlerle karsilastirilarak dogrulamasi
yapilmalidir. Son zamanlarda yas tahmini calismalarinda
NGS kullanimi artmustir. 2025 yilinda yapilan bir calismada
metilasyon analizlerinde NGS kullanimina oldukc¢a uygun

daha basit bir yaklasim olan EpiAgePublic tanitilmistir. Bu
program, geleneksel yontemlerdeki 6rnek kalitesi ve isleme
varyasyonlarindan kaynaklanan sorunlar ve hatalari ortadan
kaldirmaya vyoneliktir. Calismada 4.600'den fazla kiside
HIV enfeksiyonu ve stres gibi faktorlerin yaslanmayi nasil
etkiledigi arastirilmis ve olusturulan modelin yaslanmanin
en hassas belirtilerini saptayabildigini bildirmislerdir (74).
istatiksel yontemlerin karsilastinildigi bir calismada 2-104
yas araliginda 895 ispanyoldan kan ornegi alinmis, 7 CpG
bolgesi Agena Bioscience EpiTYPER® teknolojisi kullanilarak
analizleri yapilmistir.  Bu calismada kantil regresyon (QR),
kantil regresyon sinir agi (QRNN) ve kantil regresyon destek
vektor makinesi (QRSVM) olmak tizere 3 istatistiksel yontem
karsilastirilimis ve en dogru tahminlerin QRNN veya QRSVM
kullanildiginda elde edildigi bildirilmistir (32).

Glnumizde vyas tahmini  geleneksel  yontemler
olarak kabul edilen kemik ve dis incelemelerine gore
gerceklestirilmektedir. Kisilerin kemik gelisimi ve dislerin
durumu gibi incelemeler, belirteclere gore yapilmaktadir.
Bunun icin de olay yerinde bu orneklerin bulunmasi veya
referans ornekleriyle karsilastirilmasi gerekmektedir. Baz
durumda dogum tarihi bilinmeyen canli bireylerin muayene
edilerek 6lciim yapilmasi da gerekebilmektedir.

SONUC

Sonug olarak, DNA metilasyon calismalari, adli bilimler
alaninda monozigotik ikizlerin ayrimi, dokularinin analizi
gibi konularda destekleyici olabilecegi gibi geleneksel
yontemlerin aksine olay yerinde bulunan herhangi bir viicut
sivisinin kullanimi ile kisinin yas tahmininin yapilmasina
imkan verebilecek calismalardir (75). Bu anlamda
calismalarin gelistirilmesi, giinimiz teknolojisi yapay zeka
programiyla entegre edilmesi, failin ya da olay yerinde
bulunan diger kisilerin yas tahmininin yapilmasinda buyuk
kolaylik saglayacaktir. Boylece genomda yer alan metilasyon
farklihiklarinin belirlenmesi ile monozigotik ikizlerin ayrimi,
viicut sivisi ve dokularin analizi ile biyolojik materyalden yas
tahmini yapilabilecektir.
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