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Öz: Kimliklendirmenin sağlanmasında yaş tahmini oldukça önemlidir. Yaş 
tahmini genellikle iskelet ve diş kalıntılarının incelendiği antropolojik ve 
odontolojik çalışmalarla gerçekleştirilir. Dişlerin sürme safhaları, kafata- 
sı süturları kaynaşma safhaları, kaburga kemiklerinin sternal uçları gibi 
belirli tipte ve sınırlı sayıda kalıntıların incelendiği çalışmaların ciddi sı- 
nırlılıkları vardır. Bu sınırlılıklar ise yaşlanma boyunca kademeli değişim 
gösteren biyomoleküllerin incelendiği moleküler mekanizmaların araştırıl- 
masıyla giderilmiştir. Bunlar; mitokondriyal DNA delesyonlarının, telomer 
kısalmalarının, ileri glikasyon son ürünlerinin (AGEs), aspartik asit rase- 
mizasyonunun (AAR) ve sjTRECsin (kandaki T-lenfosit hücre DNA’la- 
rının yeniden düzenlenmesiyle oluşan spesifik DNA’ların) incelendiği 
yöntemlerdir. Bu yöntemlerinde belirli tipteki örneklere uygulanabilmesi, 
bağışıklığı etkileyen durumlarda hatalı sonuçlara neden olması ve uygu- 
lanışında karşılaşılan diğer teknik problemler nedeniyle ciddi sınırlılıkları 
mevcuttur. Diğer alanlarda, metilasyon temelli yaş tahmin algoritmalarının 
geliştirildiğini rapor eden çalışmalar adli bilimlerde DNA metilasyonla- 
rının kullanımına dikkatleri çekmiştir. Bell ve ark. (2014) tarafından ya- 
pılan çalışmada kişinin metilasyon profilinin zamanla değiştiği ve bunun 
yaş tahmininde kullanılabileceği belirtilmiştir. Gelişmeleri takiben yapılan 
çalışmalar DNA metilasyonlarının olay yerinde karşılaşılabilecek hemen 
hemen her dokuda, yüksek doğrulukta yaş tahmini yapmaya olanak sağla- 
dığını belirtmiştir. Bu derlemede adli bilimler alanında DNA metilasyonları 
kullanılarak gerçekleştirilmiş çalışmalar hakkında bilgi vererek çeşitli yaş 
tahmin algoritmalarının geliştirilmesine yönelik çalışmalara katkı olmak 
amaçlanmıştır. 
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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 
DNAs 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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Giriş 
 

Adli bilimlerde olay yerindeki kalıntıların incelenerek bireylerin kimliklendiril- 
mesinin sağlandığı çalışmalar için, bireyin yaş tahminini yapabilmek son derece 
önemlidir. Bugüne kadar olay yerinde rastlanılan çeşitli kalıntılardan yaş tahmi- 
ni yapabilmek için kullanılabilen, farklı yöntemler geliştirilmiştir. Geliştirilen 
bu yöntemlerin çoğu iskelet ve diş kalıntılarının morfolojik analizlerine dayalı 
antropolojik ve odontolojik incelemelerin yapıldığı yöntemlerdir. İskelet kalın- 
tılarından; kafatası süturlarının kaynaşma safhalarının, uzun kemiklerin epifiz 
kaynaşma safhalarının, kaburga kemiğinin sternal ucunun, pubik simfizisin, coxa 
kemiğinin auricular yüzeylerinin incelendiği yöntemler ve bunların birkaçının 
birlikte kullanıldığı kompozit yöntem yaş tahmini yapmaya imkân veren antropo- 
lojik yöntemlerdir (Çeker, 2018). 

Odontolojik yöntemler ise insanların ‹›yok olmayan kimlikleri’’ olarak nite- 
lendirilen temel işlevi besinlerin mekanik sindirimini sağlamak olan dişlerin in- 
celendiği yöntemlerdir (Sağır, 2013). Yaş tahmini yapmak amacıyla kullanılan 
odontolojik yöntemler genellikle dişlerde zamanla meydana gelen gelişimsel ve 
dejeneratif değişikliklerin incelendiği yöntemlerdir (Sağır, 2013). Yaş tahminleri 
genellikle çocuklarda geçici ve sürekli dişlerin gelişim aşamalarının ve sürme 
zamanlarının, erişkinlerde ise sürekli dişlerde meydana gelen morfolojik ve bi- 
yokimyasal değişimlerin incelenmesi ile iki ana döneme ayrılarak yapılmaktadır 
(Akay vd., 2018). Bu incelemelerde diş formasyonu ve sürmesi, diş tacının ya- 
pısal artışı, sekonder dentin tortulanmasının ve kökte dentin sertleşmesi olarak 
bilinen kök transparanlığının incelendiği pulpa-dentin kompleksi, dişin kimyasal 
bileşimi, dişin özgül ağırlığı, sement kalınlığı, dental aşınma, diş rengi ve den- 
tal dokuların flüoresanlığına yönelik belirlemeler yapılarak yaş tahmini mümkün 
olmaktadır (Yılmaz, 2014). Yaş tahminine olanak sağlayan bu yöntemler ge- 
nellikle araştırmacıların adıyla adlandırılmıştır (Çeker, 2018). Logan ve Kron- 
feld, Schour ve Massler, Gleiser ve Hunt, Nolla, Demirjian, Goldstein ve Tan- 
ner olarak ifade edilen, geliştirilen bazı yöntemlere ait isimlerdir. (Sağır, 2013). 
Geliştirilen her yöntemin kendi içinde avantajı olmakla beraber sınırlılıkları da 
mevcuttur. Hem antropolojik hem odontolojik yöntemlerin başlıca sınırlılıkları 
ise sadece belirli tipte ve sınırlı sayıdaki kalıntılarda çalışılabilmesi, radyasyon 
analizleri gibi canlı bireylerde zararlı olabilecek teknik uygulamalar içermesi ve 
olay yerinde karşılaşılan tükürük, vajinal sıvı, meni gibi diğer birçok dokudan 
belirleme yapmaya imkân vermemesidir (Freire-Aradas vd., 2017). Bu neden- 
le araştırmacılar mevcut sınırlılıkların giderilmesi amacıyla morfolojiden ziyade 
yaşlanmayla ilişkilendirdikleri moleküler mekanizmaları inceleyerek moleküler 
yaklaşımların uygunluğunu araştırmışlardır. 

Meisnerr ve Ritz-Timme (2010) tarafından yapılan çalışmada yaşlanmanın 
doku ve organlarda ömür boyu biriken birtakım değişikliklere neden olduğu belir- 
tilerek, yaşlanmayla ilişkili bulunan moleküler mekanizmaların yaş tahminlerinde 
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kullanılabileceği belirtilmiştir (Freire-Aradas vd., 2017). Moleküler mekanizma- 
ları içeren yöntemler, temelde biyomoleküllerin yaşlanma süreci boyunca göster- 
diği kademeli değişimlerin belirlenmesiyle yaş tahminine olanak sağlar. 

 
Metilasyon Temelli Yaş Tahmin Çalışmaları 

 
Geliştirilen moleküler yöntemlerde 5 farklı biyomolekülün değişim miktarları in- 
celenerek yaş tahmini yapıldığı belirtilmiştir. Bunlar; mitokondriyal DNA deles- 
yonlarının, telomer kısalmalarının, ileri glikasyon son ürünlerinin (AGEs), aspar- 
tik asit rasemizasyonunun (AAR) ve signal-joint T-cell Receptor Excision Circles 
(sjTRECs) T hücrelerinin incelendiği yöntemlerdir (Freire-Aradas vd., 2017; 
Hong vd., 2019; Shi vd., 2018; Xin vd., 2019). Bu yöntemlerden mitokondriyal 
DNA, telomer ve T hücrelerin incelendiği yöntemler DNA bazlı iken glikasyon 
son ürünlerinin ve aspartik asit rasemizasyonunun incelendiği yöntemler protein 
bazlıdır. Bu yöntemlerin hepsinin özel kullanım alanları ve kullanımını kısıtlayan 
sınırlılıkları mevcuttur. 

ATP üretimi için gerekli olan glikoz ve lipid oksidasyonunun serbest radi- 
kal salınımıyla mitokondriyal DNA dizilerinde delesyonlara neden olarak hasar 
oluşturdukları bilinmektedir (Freire-Aradas vd., 2017; Koch ve Wagner, 2011). 
Yapılan çalışmalarda mitokondriyal DNA dizilerindeki delesyon miktarlarının 
yaşla birlikte artış gösterdiği ve bu nedenle yaş tahminlerinde kullanılabileceğinin 
düşünüldüğü belirtilmiştir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson 2018). Sonraki yapı- 
lan çalışmalarda ise yaş tahmini sağlayabilecek 4977 nükleotid delesyonu keş- 
fedildiği belirtilmiştir. Bu metodun kullanımında karşılaşılan teknik problemler 
ve güvenli yaş aralıklarının belirlenebilmesi için yaşları 20’nin altında ve 70’in 
üstündeki bireylerde çalışmalara ihtiyaç duyulması gibi nedenlerden dolayı adli 
bilimlerde kullanımı engellenmektedir (Freire-Aradas vd., 2017). 

Kromozom uçlarında bulunan TTAGGG tekrar dizilerinden oluşan her mitotik 
hücre bölünmesinde telomeraz enzim aktivitesiyle kısalan telomerlerin yapısın- 
daki değişikliklerin belirlenmesiyle yaş tahmini yapılabileceği öne sürülmüştür. 
Bu sürecin yaşa bağlı etkisini kaybettiği belirtilerek telomer kısalmasınında mi- 
tondriyal DNA delesyonlarında olduğu gibi teknik nedenlerden dolayı kullanımı 
uygun görülmemektedir (Freire-Aradas vd., 2017). 

Aspartik asit rasemizasyonu ise hata oranı ±3 yıl olacak şekilde en doğru yaş 
tahmini sağlayan metottur (Freire-Aradas vd., 2017). Rasemizasyon L ve D enan- 
tiomerlerinin birbirine dönüşümüyle gerçekleşen kimyasal bir süreçtir. 

Yaşlanmayla beraber artış gösteren D-aspartik asit miktarının kromotografik 
ölçümlerle belirlendiği bu yöntemin özellikle dentin tabakasına uygulanabileceği 
belirtilmektedir(Akay, 2018). Yüksek doğruluk sağlamasına rağmen bu yöntemin 
oldukça zarar verici olduğu ve bu nedenle geniş ölçekli uygulamalara olanak ver- 
mediği belirtilmektedir. 
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Zubakov vd. (2010) tarafından yapılan çalışmada kandan yaş tahminlerinde 
doğru ve güvenilir sonuçlar verdiği belirtilen sjTRECs yönteminin kullanımı öne- 
rilmiştir (Gunn vd., 2014 ; Vidaki ve Kayser 2013). SjTREC yöntemi, kandaki 
T-lenfosit hücre DNA’larının yeniden düzenlenmesiyle oluşan spesifik DNA’ların 
incelendiği yöntemdir. Kişinin yaşamı boyunca yaşa bağlı olarak sjTREC miktar- 
larında düşüş yaşandığı bilinmektedir. Hata oranı yaklaşık ±9 yılla ortalama bir 
tahmin imkânı sağlamasına rağmen bu yöntemin sadece kan örneklerine uygula- 
nabilmesi ve bağışıklık sistemini etkileyen hastalıkların tahmin doğruluğunu de- 
ğiştirebilmesi gibi nedenlerden dolayı kullanımı kısıtlanmaktadır (Freire-Aradas 
vd., 2017; Parson 2018). 

Adli bilimler dışındaki alanlarda yapılan çalışmalarda genom boyu metilasyon 
analizleriyle belirlenen CpG bölgelerini içeren, çeşitli veri kümelerinde validas- 
yonu yapılmış çeşitli yaş tahmin algoritmaları rapor edilmiştir (Park vd., 2016). 
Ulaşılan bu sonuçlar adli bilimlerde yaş tahminlerinde mevcut yöntemlerin sınır- 
lılıklarını giderebilecek diğer bir moleküler mekanizma olan DNA metilasyonla- 
rının kullanımına dikkatleri çekmiştir. Bell ve ark. tarafından yapılan çalışmada 
kişinin metilasyon profilinin zamanla değiştiği ve bunun yaş tahmininde kulla- 
nılabileceği belirtilmiştir (Grskovic vd., 2013). Yapılan çalışmalarda dokularda 
yaşlanmaya bağlı olarak DNMT1 metiltransferazın ilerleyen etki kaybıyla global 
DNA metilasyonları azalırken bazı spesifik genlerde yaşa bağlı hipermetilasyon- 
ların arttığı belirtilmiştir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson, 2018; Yi vd., 2014). 
Yaşanan bu gelişmelerle birlikte yaş tahminine olanak sağlayan CpG bölgeleri ve 
bu bölgelerin metilasyon profillerinin araştırıldığı çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 
Yapılan çeşitli çalışmalar yaşla-ilişkili CpG bölgelerini içeren DNA metilasyon 
markerlarının yetişkinlerde iyi derecede yaş tahminine olanak sağladığını belirt- 
miştir (Shi vd., 2018). 

Koch ve Wagner (2011) tarafından yapılan çalışmada “HumanMethylation27 
BeadChip” tekniğiyle dermis, epidermis, servikal smear, T hücre ve monosit 
kümelerinde “Pavlidis Template Matching” tekniğiyle yaşlanma boyunca sürekli 
hipermetile olan 19 CpG bölgesi belirlenmiştir. Bu lokuslardan hipermetile olan 
NPTX2, TRIM58, GRIA2 ve KCNQ1DN dört lokusu ve hipometile olan bir diğer 
BIRC4BP lokusunu içeren donör yaşını belirlemede kullanılacak bir model geliş- 
tirilmiştir (Graskovic vd.,2013; Kader ve Ghai vd., 2015; Lee vd., 2016; Vidaki 
vd., 2013; Koch ve Wagner, 2014). 

Geliştirilen bu model validasyonun sağlanması için çeşitli hücre ve dokular- 
dan oluşan birbirinden bağımsız 8 veri kümesinde araştırılmıştır (Koch ve Wag- 
ner, 2014; Parson, 2018). 

Bütün dokularda (tükürükteki/lökositler ve bukkal epiteller, periferik kandaki/ 
lökositler, kordon kanı ve periferik kandaki/CD34HPC, periferik kandaki/lenfo- 
sitler, kordon kanındaki/CB MNC, periferik kandan/kanın tümü, meme organın- 
dan/meme doku, tükürükten bukkal epitel hücreler) 5 CpG bölgesindeki, DNA 
metilasyonlarının yaşa bağlı olarak değişiklik gösterdiği belirtilmiştir (Koch ve 
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Wagner, 2014). Tahmin edilen yaş ve gerçek kronolojik yaş arasında yaklaşık 11 
yıllık farklılık bulunmuş olup bu tekniğin çeşitli hücreler içeren örneklerden yaş 
belirlemede kullanılabileceği belirtilmiştir. Doğruluk tahmininde karşılaşılan fark 
büyük olmasına rağmen 2011 yılında yapılan bu çalışma diğer birçok çalışmaya 
temel oluşturmuş dikkatleri bu konu üzerine çekerek öncü olma niteliği taşımak- 
tadır (Koch ve Wagner, 2014; Parson, 2018). 

Bockland vd. (2011) tarafından yapılan çalışmada EDARADD (Edar-Associ- 
ated Death Domain), TOM1L1 ve NPTX2 (Neuronal Pentraxin II) lokuslarının 
promotorları incelenerek ve yalnızca 2 CpG bölgesinin tükürük örneklerinde ±5,2 
yıl tahmin doğruluğuyla kullanılabileceğini açıklanmıştır (Graskovic vd., 2013; 
Gunn vd., 2014; Lee vd., 2016; Parson, 2018; Vidaki vd., 2013; Shi vd., 2018). 

Garagni vd. (2012) tarafından yapılan çalışmada ELOVL2, FHL2 ve PENK3 
lokuslarındaki DNA metilasyonlarının yaşla ilişkili olduğu belirtilmiştir (Lee, 2016; 
Parson, 2018). Kan örneklerinde 0.92 spearman korelasyon katsayısıyla yaş tahmini 
için en umut verici marker ELOVL2 olarak tanımlanmıştır (Parson, 2018). 

Hannum vd. (2013) tarafından 71 CpG bölgesi içeren 3,9 yıl hata payıyla tahmin 
doğruluğu yüksek nicel bir yaş tahmin modeli geliştirilmiştir (Lee vd., 2016). 

Horvath (2013) “Illumına Infınıum Methylation BeadChip” 27K ve 450K tek- 
nikleriyle seçerek incelediği 8,000 örnekle 3,6 yıl hata payıyla yüksek doğrulukla 
geniş bir doku yelpazesinde yaş tahmini sağlayan 353 CpG bölgesi içeren bir model 
geliştirmiştir (Freire-Aradas vd., 2017; Horvath, 2013; Lee vd., 2016; Xin vd., 2019). 

Yi vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada kan örneklerinde yaşla beraber 
önemli ölçüde korelasyon gösteren DNA metilasyon bölgelerini içeren 8 gen frag- 
ment izole edilerek kimliklendirilmiştir (Yi vd., 2014). Sequenom MassARRAY 
teknolojisiyle belirlenen DNA metilasyon seviyelerinin sekiz fragmanda yaşa 
özgü olduğu bu nedenle aynı yaş gruplarında bireysel ayırım yapmak için uygun 
olmadığı görülmüştür. Aynı zamanda genç donör grubuna kıyasla yaşlı gruptan 

incelenen örneklerde bazı CpG bölgelerinin önemli metilasyon farkı gösterdiği 
rapor edilmiştir (Yi vd., 2014). 

İncelenen sekiz fragmanın gelişimsel süreçlerde önemli rol oynayan TBOX3 
(Gelişimsel transkripsiyon faktör kodlayan T-box gen), GPR137 (böbrek gelişi- 
minde regülasyonu sağlayan G-protein kapılı reseptör), ZIC4 ( ZIC çinko par- 
mak protein ), ZDHHC22 (İyon kanallarının kontrolünde görevli enzim), MEIS1 
(normal gelişimde önemli homeobox protein), UBE2E1 (proteinlerin ubikitas- 
yonunda görevli enzim), PTDSS2 ( hücre sinyalizasyonu ve apoptoziste görevli 
fosfatidilserin metabolizmasından sorumlu gen) ve UBQLN1 (presenilin protein 
ailesinin işleyişinde görevli ubiquilin) lokuslarında yer aldığı rapor edilmiştir (Yi 
vd., 2014). Bu 8 lokusun yaşla beraber korelasyon gösteren metilasyon pater- 
nlerine sahip olması nedeniyle yaş tahmini için markır olarak kullanılabileceği 
belirtilmiştir (Shi vd., 2018; Yi vd., 2014). 

Weidner vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada cg022228185 (ASPA), 
cg25809905 (ITGA2B) ve cg17861230 (PDEC)bölgesine yakın CpG bölgesi 
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ile beraber toplamda 3 CpG bölgesi kullanılarak kan örneklerinden yaş tahmini 
yapmak için model geliştirilmiştir. Geliştirilen bu modelde tahmin doğruluğu 
±5.43 yıl olarak belirlenmiştir (Freire- Aradas vd., 2017; Jung vd., 2019; Lee vd., 
2016; Park vd., 2016; Parson, 2018). 

Zbiec-Piekarska vd. (2015) tarafından yapılan çalışmada kan örneklerinden 
yaş tahmini yapabilmek için pirosekanslama tekniği kullanılarak ELOVL2 loku- 
su araştırılmıştır. Bu çalışmada ELOVL2 lokusunun promotor bölgesinde yaşla 
beraber güçlü korelasyon gösteren marker olarak 6.85 hata payıyla ayrım gücü 
yüksek olabilecek 2 CpG bölgesi keşfedilmiştir (Lee, 2016; Parson, 2018). Ya- 
pılan bu çalışmayı takiben daha yüksek doğrulukla yaş tahmin modeli geliştir- 
mek amacıyla ilave markerları içeren çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmaların ilki 
ELOVL2, CLorf132/MIR29B2C, TRIM59, KLF14 ve FHL2 lokuslarının tama- 
mını içeren, tahmin doğruluğu ±3.40 yıl 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) tarafından geliştirilen modelin aksine 
hem tükürük hem kan örneklerinde kullanılabilmektedir (Jung vd., 2019). 

CpG bölgelerine çok yakın bölgelerin incelendiği, yeni markerların gelişti- 
rilmesine olanak veren çalışmalar her defasında ELOVL2 lokusunun yaş tahmi- 
ninde çok yüksek doğruluk gösterdiğini ortaya koymuştur (Freire- Aradas vd., 
2017). Bu nedenle geliştirilen her modelde bu lokusun olmasına dikkat edilmiştir. 
İlginç bir şekilde Lee ve ark. (2015) tarafından semen örneklerinden yaş tahmini 
yapabilmek için gerçekleştirilen öncü çalışmaların hiçbirinde ELOVL2 lokusu 
kullanılmamıştır (Freire- Aradas vd., 2017). 

Bunun nedeninin ise DNA metilasyonlarının doku farklılaşmasına bağlı olarak 
farklı yolaklarda rol alan germinal hücrelerde meydana gelmesi, somatik hücre ve 
germinal hücrelerde gerçekleşen metilasyon farklılıkları olabileceği belirtilmiştir 
(Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016). 

Lee vd. (2015) tarafından yapılan çalışmada TTCB genindeki cg06304190 böl- 
gesi, NOX4 genindeki cg06979108 bölgesi ve cg12837463 bölgelerini içeren tahmin 
doğruluğu yüksek bir model geliştirilmiştir. Aynı zamanda TTCB geninin spermde 
yaşa bağlı olarak DNA metilasyon değişiklikleri gösterdiği ve bu nedenle semen ör- 
neklerinde yaş tahmini için marker olabileceği belirtilmiştir (Lee vd., 2016). 

Bekaert vd. (2015) tarafından yaş tahminlerindeki hata oranlarının, yaşa bağlı 
olarak nasıl değiştiğinin araştırıldığı bir çalışma yapılmıştır. Yapılan bu çalışmada 
20 yaş kategorisi oluşturularak, yine kendi geliştirdikleri modelle ASPA, PDE4C, 
ELOVL2 ve EDARADD lokusları kandan yaş tahmini yapmak için kullanılmıştır 
(Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016). Bu model aynı zamanda dişlerden yük- 
sek doğrulukla yaş tahmini yapabileceği belirtilmiştir (Lee vd., 2016). 

Park vd. (2016) tarafından yapılan çalışmada kandan yaş tahmini yapabilmek 
için DNA metilasyonlarının incelendiği ZNF423, ELOVL2 ve CCDC102B lo- 
kuslarını içeren tahmin doğruluğu ±3.16 olan bir model geliştirilmiştir (Freire- 
Aradas vd., 2017; Park, 2016). CCDC102B lokusunun yaş tahmini için uygunlu- 
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ğu daha önceden Zbiec-Piekarska ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmalarda 
rapor edilmiştir (Freire- Aradas vd., 2017). 

Zubakov vd. (2016) tarafından bir önceki çalışmaya paralel olarak yapılanı 
çalışmada kandan yaş tahmini sağlayan ELOVL2, FHL2, DUSP27, ORAOV1 
lokuslarındaki 8 CpG bölgesini içeren, tahmin doğruluğu ±5.19 olan bir model 
geliştirilmiştir. Tüm markırların, geç başlangıçlı Alzheimer hastalığı olan hasta- 
larda değişmemiş DNA metilasyon durumuna ve yaş tahmin kapasitesine sahip 
olduğu bulunmuştur (Graskovic vd., 2013; Freire- Aradas vd., 2017). 

Giuliani vd. (2016) tarafından gerçekleştirilen aynı zamanda tamamlanan 
üçüncü çalışmada ise diş örneklerinden yaş tahmini sağlayan, ELOVL2,FHL2 ve 
PENK lokuslarındaki 5-13 CpG bölgesi içeren modeldir. Bu bölgeler yaşla iyi bir 
korelasyon sergileyen çeşitli DNA metilasyon biyomarkırları olarak belirlenmiş- 
tir. (Freire- Aradas vd., 2017; Lee vd., 2016). 

Eipel vd. (2016) tarafından yapılan çalışmada Weidner ve ark. (2014) tarafından 
kan için geliştirilen model buccal epitel örneklerde denenmiş ve doğruluk tahmini 
± 14,6 yıl olarak belirlenmiştir (Freire- Aradas, 2017; Jung, 2019). Buna göre 3 CpG 
bölgesinin doku-spesifik olduğu belirlenmiştir (Jung, 2019). Yapılan bu çalışmada 
PDE4C (cg17861230) lokusunun yaş ile korelasyonunun buccal epitel ve tükürük 
örneklerinde kandan daha güçlü olduğu görülmüştür (Freire- Aradas vd., 2017). 
Buccal epitel hücrelere-spesifik CpG bölgelerinin belirlenebilmesi için yapılan 
çalışmalar yaş tahmini için yeni bir modelin geliştirilmesine olanak sağlamıştır. Bu 
model 3 kan-spesifik marker içerirken 2 buccal epitel-spesifik marker ilave edilmiş 
olup doğruluk tahmini ±5,1 yıl olarak gözlenmiştir (Jung vd., 2019). 

Tükürüğün hem lökositler hem buccal epitel hücreler içermesinden dolayı 
tükürük örneklerinde de benzer durumla karşılaşılmıştır. 

Hong vd. (2017) SST, CNGA3, KLF14, TSSK6, TBR1 ve SLC12A5 lokusla- 
rında 6 CpG bölgesini tükürük için yaşla ilgili marker olarak belirlemişken hücre- 
spesifik PTPN7 lokusuyla bu altı lokusun birlikte kullanımının daha doğru sonuç- 
lar vereceği düşünülmüştür.Yapılan çalışmada sadece 6 lokusun doğruluk tahmini 
±4,1 yıl iken hücre-spesifik lokusun eklenmesiyle oluşan 7 lokusun doğruluk 
tahmini ±3,2 yıl olarak belirlenmiştir (Hong vd., 2019; Jung vd., 2019; Vidaki 
vd., 2018). Yapılan bu çalışmayla hücre-spesifik markerın Eipel vd. tarafından 
yapılan buccal epitel hücreleri çalışmalarında gözlemlendiği kadar önemli sonuç 
değişikliğine neden olmadığı görülmüştür (Hong, 2019; Jung, 2019). 

Dahası yapılan araştırmalarla birçok dokuda yaş ilişkisini belirleyen bu mar- 
kerların sadece tükürük gibi heterojen sıvı örneklerinin ayrılmasında değil diğer 
doku ve sıvı örneklerinin birbirinden ayrılması içinde kullanışlı olabileceği be- 
lirtilmiştir (Hong vd., 2019). Bu doğrultuda Hong vd. tarafından yapılan model- 
de hücre-spesifik marker içersin ya da içermesin 6 yaş ilişkili markerden 3’ünün 
(ELOVL2, KLF14 VE SLC12A5) hem kan hem tükürük örneklerinde korelasyon 
gösterdiği belirtilmiştir (Jung vd., 2019). 
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Naue vd. (2018) tarafından yapılan çalışmada massive paralel sekanslamayla 
kana spesifik yaş belirlemede kullanılan DNA metilasyon markerlarının beyin, kas 
ve kemik gibi diğer dokulardaki profilleri incelenmiştir (Naue vd., 2018). Yapı- 
lan çalışmada daha önceden kandan yaş tahmininde belirlenmiş spesifik 13 böl- 
ge (DDO1, ELOVL2, F5, GRM2, HOXC4, KLF14, LDB2, NKIRAS2, RPA2, 
SAMD10, TRIM59, MEIS1 ve ZYG11A) yaş aralığı 0 ile 87 arasında değişen 29 
merhum kişiden alınan örneklerde araştırılmıştır. Alınan beyin, kemik, kas, buccal 
epitel ve kan örneklerinde massive paralel sekanslama tekniği kullanılmıştır (Corre- 
iaDias vd., 2020; Naue vd., 2018). Yapılan bu çalışmada hesaplanan Sparman kore- 
lasyon katsayıları 13 lokusun tamamının yaşla ilgili olmadığını özellikle 7 tanesinin 
(ELOVL2, DDO1, KLF14, TRIM59, ZYG11A, RPA2, NKIRAS2) yaşla beraber 
güçlü korelasyon gösterdiğini ortaya çıkarmıştır (Naue vd., 2018; Vidaki vd., 2018). 
LDB2 lokusunun yaşa bağlı olarak kanda yüksek oranda metilasyon gösterirken aynı 
zamanda sadece kemikte yüksek sonuç verdiği belirtilmiştir. Kanda yüksek oranda 
metilasyon gösteren MEIS1 lokusunun buccal epitel örneklerde de makul düzeyde 
sonuç verdiği belirtilmiştir.SAMD10 lokusunun ise sadece kandaki metilasyonunda 
istatistiksel öneme ulaştığı görülmüştür. Diğer markerlerin dokuların hepsinde değil 
de birçoğunda yaşa bağlılık gösterdiği belirtilmiştir.HOXC4 ve GRM2 lokuslarının 
kemik hariç bütün dokularda gözlendiği belirtilmiştir (Naue vd., 2018). 

ZYG11A lokumunun bütün dokularda yaşa bağlı değişim gösterirken kemik 
ve beyinde DNA metilasyon seviyelerinde yaşa bağlı olarak değişim düşük eğri- 
lerde gözlenmiştir. Bu nedenle bu lokusun marker olarak kullanımında oldukça 
hassas metotların gerekliliği vurgulanmıştır. 

Yapılan çalışmada hem seçilen markerlerin çoğunun analiz edilen dokula- 
rın birçoğunda değişiklik gösterdiği hem de DNA metilasyon seviyelerinin de 
doğumdan ölüme kadar olan süreçte değişkenlik gösterdiği belirtilmiştir (Naue, 
2018). Gerçekleştirilen bu pilot çalışma sonuçlarına göre ELOVL2, DDO1, 
KLF14, TRIM59, ZYG11A, RPA2, NKIRAS2 lokusları yaş tahminde doku-spe- 
sifik modellerin geliştirilmesinde umut verici olmuştur (Naue vd., 2018). 

Shi vd. (2018) tarafından yapılan çalışmada çocuklarda yaş tahminini gelişti- 
rebilmek için klasik yöntemler olan iskelet ve diş örneklerinin incelenmesine ila- 
ve olarak DNA metilasyon markerlarının birlikte kullanımı çalışılmıştır (Shi vd., 
2018). Yapılan bu çalışmada yaşları 6 ile 15 arasında değişen 124 çocuğun (78 
erkek 46 kız) iskelet yaşları (SA) GP,TW3-RUS ve TW3- Carpal metodlarla, diş 
yaşları (DA) Demirjian ve Willems metodlarıyla belirlenmiştir. Yaş spesifik CpG 
bölgelerinin belirlenebilmesi için rastgele seçilen 48 çocuktan Illumina HumanMet- 
hylation450 BeadChip tekniğiyle DNA metilasyon profillemesi yapılarak 5 CpG 
bölgesi belirlenmiştir. Bu 5 CpG bölgesinin droplet dijital PCR tekniğiyle 124 ço- 
cuğa validasyonu yapılarak erkekler için 4 CpG kızlar için ise 5CpG bölgesinin 
kullanımı uygun görülmüştür. Bu CpG bölgeleri DDO (endokrin ve merkezi sinir 
sitemlerinde önemli rol oynayan D-aminoasitleri regüle eden enzim kodlayan gen), 
PRH2 (hücrenin gelişimsel süreçlerinde önemli rol oynayan transmebran protein- 
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leri kodlayan gen), DHX8 (mutasyonu embriyolarda RNA splayz mekanizmasında 
kusurlara neden olan DEAH polipeptid ailesi üyesi), ITGA2B (kanama bozuklukla- 
rıyla ilişkili integrin alfa protein ailesi üyesi) ve Illumina kimlik numarası 22398226 
olan bilinmeyen bir gene ait lokuslardır (Shi vd., 2018). İskelet yaşının (SA) belir- 
lenmesinde kullanılan metotlardan en iyi ölçüm erkeklerde TWE-RUS metodu olup 
hata oranı 0,69 yıl iken kız çocuklarda GP metodu olup hata oranı 0,74 yıl olarak 
ölçülmüştür. Diş yaşının (DA) belirlenmesi ise hem kızlarda hem erkeklerde en iyi 
ölçüm erkeklerde hata oranı 0,63 yıl kızlarda 0,54 yıl olarak Willems kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. İskelet yaşının, diş yaşının ve DNA metilasyon markerlarının 
birlikte kullanılarak yapılan yaş ölçümlerinde ise erkeklerde 0,47 yıl kızlarda 0,33 
yıl hata oranlarıyla yüksek doğrulukta yaş tahminleri gerçekleştirilmiştir ( Shi vd., 
2018; Vidaki vd., 2018). Yapılan bu çalışma sonuçlarına göre bu tekniklerin bir- 
leştirilmesiyle geliştirilecek modellerin, yüksek doğruluk oranıyla yaş belirlemede 
kullanımı oldukça avantajlıdır (Shi vd., 2018). 

Jung vd. (2019) tarafından yapılan çalışmada ELOVL2, FHL2, KLF14, 
C1orf132/MIR29B2C ve TRIM59 lokuslarındaki 5 CpG bölgesinin DNA meti- 
lasyonlarını araştırmıştır (Jung, 2019). Kan, tükürük ve buccal epitel örneklerden 
oluşan 448 örnekte multiplex metilasyon SNaPshot tekniği kullanılarak 5 CpG 
bölgesinin metilasyon profili incelenmiştir (Jung vd., 2019). Multiplex meti- 
lasyon SNaPshot tekniği pirosekanslama tekniğiyle doğru değerlendirilemeyen 
KLF14 lokusunun daha iyi araştırılmasına olanak sağlayarak ve bu lokusun öne- 
mini ortaya çıkarmıştır. 

Bu 5 lokus arasından ELOVL2, KLF14 ve TRIM59 lokuslarındaki DNA me- 
tilasyonlarının her üç örnek türünde de yaşla beraber güçlü korelasyon gösterdiği 
belirtilmiştir. Her örnek tipi için ayrı ayrı geliştirilen modellerde doğruluk tah- 
minleri kan örnekleri için ±3.478 yıl, tükürük örnekleri için ±3.552 yıl, buccal 
epitel örnekler için ±4.293 yıl olarak belirlenerek doğruluk tahminlerinin yüksek 
olduğu görülmüştür (Jung, 2019; Xin, 2019). Hem yapılan bu çalışmada hem de 
daha önceden beyin, kemik ve kas gibi farklı dokularda yapılan çalışmalarda gö- 
rüldüğü gibi ELOVL2, KLF14 ve TRIM59 markerlarının yaşla ilişkili olduğu 
özellikle kan tükürük ve buccal epitel örneklerde yaş belirlemede kullanılabilece- 
ği belirtilmiştir (Jung vd., 2019). 

Correiadas vd. (2020) tarafından yapılan çalışmada DNA metilasyon temel- 
li yaş tahmin modeli geliştirmek istenmiştir. Bu amaçla daha önce belirlenen 
ELOVL2, FHL2, EDARADD, PDE4C ve C1orf132 lokuslarının  (ELOVL2, 
9 CpG; EDARADD,4 CpG; FHL2, 12 CpG; PDE4C, 12 CpG ve C1orf132, 6 
CpG toplam 43 CpG ) metilasyon seviyeleri yaşları 24 ile 89 arasında değişen 51 
merhum kişiden alınan kan örneklerinde incelenmiştir. Her lokustaki yaşla yük- 
sek ilişkili CpG’lerin linear regression analiziyle araştırıldığı bu modelde 0.888 
korelasyon katsayısıyla ±6,8 yıllık sapma gözlemlenmiştir. Bağımsız testlerde 
validasyonu yapılan model ±8,84 yıllık sapmayla yaş tahmini yapmaya olanak 
sağlamaktadır (CorreiaDias vd., 2020). 
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Xin vd. (2019) tarafından yapılan çalışmada daha önceki metilasyon çalış- 
malarında tümör oluşumu, gelişimi, teşhis ve tedavi mekanizmalarında odaklanı- 
lan hTERT (kandaki lökositlerden baş ve yanak kanserlerini belirleyen marker) 
genindeki metilasyonların yaş tahmini sağlanabilmesi için kullanılabilirliği araş- 
tırılmıştır. Yaşları 1 ile 79 arasında değişen 44 kadın 46 erkek bireyden alınan 
kan örnekleri metilasyon spesifik-PCR ve real time PCR ile çalışılmıştır. Üç yaş 
tahmin modeli çalışılmış olup MSP (metilasyon-spesifik PCR) modelin ±6,60 yıl- 
lık real-time relative quantification PCR modelin ± 5,19 yıllık real-time absolute 
quantitative PCR modelin ± 4,29 yıllık hata oranları olduğu görülmüştür (Xin, 
2019). Real-time absolute quantitative PCR modeli en yüksek doğrulukla yaş tah- 
mini için belirlenen model olmuştur (Xin vd., 2019). 

Yaş tahminlerinde kullanılabilecek lokus keşfi ve yeni tahmin modelleri geliştir- 
me çalışmalarına paralel olarak geliştirilmiş modellerin farklı analiz tekniklerinde 
doğruluk oranlarının nasıl etkilendiğine yönelik çalışmalarda gerçekleştirilmiştir. 

Bekeart vd. tarafından yapılan bir diğer çalışmada diğer lokuslardan farklı 
olarak tüm dokularda en güçlü yaş tahminine olanak sağlayan ELOVL2 lokusu 
quadratic regression analiziyle incelenmiştir (Freire-Aradas vd., 2017). 

Linear regression analizinde yaşla beraber korelasyon gösterdiği bilinen bu 
lokusun maalesef Quadratic regression analizinde beklenen sonucu vermediği 
belirtilmiştir (Freire-Aradas vd., 2017). Yapılan bu çalışmayla yaş tahmini sağ- 
layan modellerde kullanılan farklı analiz yöntemlerinin (OLS regression, WLS 
regression, Quantile regression, SVR regression, Penalized regression) doğruluk 
tahminlerini etkileyebileceği belirtilerek doğruluk tahmini yüksek modellerin ge- 
liştirebilmesinde quadratic regression analizlerinin kullanımına dikkat çekilmiştir 
(Freire-Aradas vd., 2017; Hong vd., 2019; Smeers vd., 2018). 

Farklı analiz teknikleriyle gerekleştirilen bir diğer çalışma Xu vd. (2015) 
tarafından gerçekleştirilmiştir. Yapılan bu çalışmada ADAR, AQP11, ITGA2B 
ve PDE4C lokuslarındaki 6 CpG bölgesini içeren bu modelde çok değişkenli 
doğrusal regresyon analiziyle DNA metilasyon seviyeleriyle yaş arasında anlamlı 

düzeyde ilişki olduğunu göstermiştir. Bu lokuslardaki metilasyon seviyelerinin 
ilk olarak quadratic regresyon analizi ile incelenmesine rağmen en doğru sonuçla- 
rın support-vector regresyon analiziyle elde edildiği belirtilmiştir (Xu vd., 2015). 

Freire- Aradas vd. (2016) tarafından linear regression analizine alterna- 
tif olarak farklı regression analizi kullanılarak bir model geliştirilmiştir. Geliş- 
tirilen bu model ELOVL2, ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B, Clorf312 ve 
chr16:85395429 lokuslarındaki 7 CpG bölgesini içerirken, tahmin doğruluğunun 
±3.07 olduğu belirtilmiştir (Freire-Aradas vd., 2017; Parson, 2018). Yapılan bu 
çalışmada ELOVL2, PDE4C ve FHL2 lokulslarında DNA metilasyonlarının yaş- 
la beraber arttığı ASPA, CCDC102B lokuslarında yaşla beraber metilasyonların 
azaldığı gözlemlenmiştir (Parson, 2018). Bu çalışmada yaş ve cinsiyete göre düz- 
gün dağılım gösteren 700 kan örneği çalışılmış, varyans incelemelerinde uygun 
olan multivariate quantile regression analizi kullanılmıştır (Freire-Aradas vd., 
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2017). Geliştirilen bu model kullanılarak bağımsız bir şekilde test edilen yaşları 
42 ile 69 arasında değişen 46 monozigot ikiz çiftinde tahmin doğruluğu ±4,2 yıl 
olacak şekilde sonuçlar %83,7 oranında doğru tahmin edilmiştir (Parson, 2018). 
Son olarak Vidaki vd. (2017) tarafından yapılan çalışmada over linear regression 
analiziyle NHLRC1, SCGN ve CSNK1D lokuslarındaki 16 CpG bölgesini içeren 
tahmin doğruluğu ±7.45 yıl olan yapay sinir ağı modelini tanıtılmıştır (Freire-A- 
radas vd., 2017; Parson, 2018). 

 

Tablo-1. 2014-2015 Yıllarında Geliştirilen DNA Metilasyon Temelli 
Modeller (Freire-Aradas vd. 2017, s.8) 

 

Tablo-2. 2015-2016 Yıllarında Geliştirilen DNA Metilasyon Temelli Modeller (Freire-Aradas 
vd. 2017, s.9) 
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Tablo-3. 2016-2017 Yıllarında Geliştirilen DNA Metilasyon Temelli Modeller (Freire-Aradas 
vd. 2017, s.9) 

 
Tartışma ve Sonuç 

 
Son yıllarda ilerleyen teknolojilerle birlikte geliştirilen yeni nesil sekans cihazları 
epigenetik alanındaki çalışmaların hızlıca ilerlemesine olanak sağlamıştır. Epi- 
genetik mekanizmaların incelendiği çalışmalar farklı alanlarda farklı amaçlarla 
mevcut yöntemlere alternatif yaklaşımlar geliştirilmesini sağladığından en önemli 
araştırma konularından olmuştur. 

Adli bilimlerde mevcut yöntemlerin sınırlılıklarının giderilmesi amacıyla 
geliştirilen DNA metilasyon temelli tekniklerin Vidaki vd. (2013), Branka vd. 
(2013), Kader vd. (2015), Lee vd. (2016), tarafından yapılan çalışmalarda belir- 
tildiği gibi çeşitli kullanım alanları mevcuttur. 

Yaş tayinlerinde ise sınırlı sayıda kalıntılarda çalışmaya imkân veren antropo- 
lojik ve odontolojik incelemelerin yapıldığı morfolojik yöntemlerin aksine canlı 
bireylerde yaş tahmini yapmaya olanak sağlaması ve hemen hemen tüm dokula- 
ra uygulanabilir olması nedeniyle DNA metilasyonları Koch ve Wagner (2011), 
Horvath vd. (2013), Park vd. (2016), Parson vd. (2018), Jung vd. (2019) tarafın- 
dan yapılan çalışmalarda da belirtildiği gibi oldukça önemlidir. 

Lee vd. (2016), Vidaki vd. (2017) tarafından yapılan çalışmalarda da bahsedil- 
diği gibi adli bilimlerde birçok amaçla kullanılabilen metilasyon temelli teknikler 
oldukça avantajlı olmalarına rağmen çeşitli zorlukları ve sınırlılıkları da beraber- 
lerinde getirmektedir. Bu tekniklerin geliştirilmesine yönelik marker olarak kul- 
lanılabilecek daha çok CpG bölgelerinin keşfine ihtiyaç duyulurken geliştirilen 
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modellerin validasyonlarının yapılmasını sağlayacak daha çok araştırmaya ih- 
tiyaç duyulmaktadır. Geliştirilen metilasyon temelli teknikler için Vidaki vd. 
(2017) tarafından yapılan çalışmada da belirtildiği gibi biyoinformatik yazılım- 
ların geliştirilmesine ihtiyaç duyulurken adli laboratuarlarda kullanılan cihazla- 
rın yüksek maliyetli bu tekniklerin geliştirilmesi için yeterli olmaması da rutinde 
kullanımı sınırlamaktadır. Smeers vd. (2018) tarafından yapılan çalışmada olduğu 
gibi geliştirilen modellerin içerdikleri regression analiz modellerinin diğer analiz 
modelleriyle de test edilerek farklı platformlarda araştırılmaları gerekmektedir. 

Shi vd. (2018) tarafından yapılan incelemelerde olduğu gibi iskelet yaş ölçüm- 
leri, diş yaş ölçümleri ve metilasyon ölçümlerinin birlikte kullanımı yaş tahmin 
doğruluğunu arttıracak şekilde rutinde avantaj sağlayabilir. Xin vd. (2019) tara- 
fından kanser saptanmasında marker olarak kullanılan hTERT geninden yaş tah- 
mini sağlayan model geliştirilen çalışmada olduğu gibi kanserle ilişkilendirilmiş 
çeşitli gen bölgelerinin adli amaçlı kullanımlarının araştırılması yeni tekniklerin 
geliştirilmesi açısından kolaylık sağlayabilir. Kader vd. (2015), Vidaki vd. (2018), 
Lee vd. (2016) tarafından yapılan çalışmalarda da belirtildiği gibi her tekniğin 
sahip olduğu sınırlılıklar olmakla birlikte bu alanda yapılacak olan çalışmalar 
metilasyon temelli teknikleri ilerde her adli laboratuvarda uygulanabilecek, kısa 
süreli ve düşük maliyetli, ayrım gücü yüksek, oldukça avantajlı yaygın kullanımlı 
teknikler haline getirecektir. 
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