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Sug olaylarmin aydmlatilmasinda olay yerinde toplanan bulgularin ¢ogu viicut sivilaridir. Bu bulgular, magdur ve siiphelinin belirlenmesiyle, beraat veya
tutukluluk kararina ok énemli katkida bulunurlar. Viicut sivisinin tespiti, bir olayin ¢dziimlenmesindeki ilk adimdir. ilk inceleme olay yerinde alternatif 11k
kaynagi ve kimyasal testlerle gerceklestirilirken, laboratuvarda da mikroskop ve kaset testleriyle viicut sivilart kimliklendirilmektedir. Giiniimiizde, DNA
metilasyon (DNAm) tespiti ve RNA tabanli profilleme yontemleri, son zamanlarda geleneksel viicut sivisi tanimlama yontemlerinin yerini almaya baslamistir.
Periferik kan, menstrual kan, meni, tiikiiriik ve vajinal sekresyon olmak iizere bes temel viicut sivisina 6zgii DNAm belirtegleri, bu biyolojik materyallerin
kaynagimin dogru sekilde tespit edilmesini saglamaktadir. Klasik yontemlerin aksine, DNAm analizleri az miktarda veya bozunmus 6rneklerden giivenilir
sonuglar vermektedir. Bu nedenle, biyolojik sivilarin tespiti, cinsel saldir1 veya siddet gibi ceza davalarinin aydinlatilmasinda umut vermekle birlikte heniiz
erken bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Giiniimiizde, DNA metilasyon tespiti veya RNA tabanli profilleme yontemleri geleneksel viicut sivisi tanimlama
yontemleriyle birlikte kullanilmaya baglamistir. Ancak adli incelemelerde kimliklendirme igin epigenetik belirteglerin se¢imi konusunda hassas davranmak ve
¢ok sayida dogrulama galismalar1 yapmak gereklidir.
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Abstract

Most of the evidence collected at the crime scene for solving criminal incidents consists of body fluids. These findings are crucial for identifying the victim and
suspect and contribute significantly to the decision of acquittal or pretrial detention. Body fluid identification is the first step in solving a crime. While the initial
investigation is carried out at the scene using alternative light sources and chemical tests, in the laboratory, body fluids are identified using microscopes and
cassettes. Recently, DNA methylation (DNAm) detection and RNA-based profiling methods have begun to replace traditional methods for identifying body fluids.
DNA markers specific to five primary body fluids—peripheral blood, menstrual blood, semen, saliva, and vaginal secretions—allow for accurate identification of
the source of these biological materials. Unlike traditional methods, DNAm analyses yield reliable results from small amounts or degraded samples. Therefore,
while the identification of biological fluids offers promise in solving criminal cases such as sexual assault or violence, it remains an early-stage tool. Currently,
DNA methylation detection and RNA-based profiling methods are being used alongside traditional methods for identifying body fluids. However, it is necessary
to be meticulous about the selection of epigenetic markers for identification in forensic examinations and to conduct numerous validation studies.
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GIRIS

Adli biyoloji, olay yerinden elde edilen biyolojik
bulgularin bilimsel teknikler araciligiyla analiz edilerek
delil niteligi kazanmasinda kritik rol oynayan 6nemli bir
disiplindir. Dr. Edmond Locard’in (1877-1966) ortaya
koydugu degisim prensibi dogrultusunda, sugun ve
suglunun bulundugu her temasin mutlaka bir iz biraktig
kabul edilmekte olup, bu izler genellikle biyolojik kalintilar
seklinde karsimiza gikmaktadir (1). Olay yerinde bulunan
herhangi bir viicut sivisi kalintisinin biyolojik kdkeninin
tespiti; olaymm zaman, yer ve fail agisindan yeniden

yapilandirilmasina ve adli olgunun ¢6ziimlenmesine olanak

sagladigindan biiyiikk 6nem tagimaktadir (2).

Periferik kan, menstrual kan, meni, tikiiriik, vajinal
sekresyon ve ter gibi biyolojik bulgularin; glinlimiizde yeni
nesil DNA ve RNA tabanli kimliklendirme yontemleriyle
incelenmesiyle viicut sivisinin ve dokularim orijini
belirlenebilmektedir (3,4). Her olayin orgiisii ve niteligi
birbirinden farkli oldugundan, elde edilen biyolojik
bulgular da cesitli 6zellikler gosterebilir. Viicut sivilari
makroskobik olarak birbirine benzemekle birlikte karigim
halinde tespit edildiklerinde analiz siireci zorlagabilir
(5). Ayrica lekenin ¢iplak gozle goriilememesi, oldukga
az miktarda bulunmasi ve biyolojik materyalin degrade
olmasi analizi giiclestiren diger faktorler arasinda yer
almaktadir. Bu baglamda, olay yerinde alternatif 1sik
kaynaklari ile kimyasal ve enzimatik testlerin kullanilmast;
bulgunun konumu, miktari, bozunma seviyesi ve viicut
stvist tiriinlin On tarama yoluyla belirlenmesi agisindan

oldukc¢a 6nemlidir (6).

On tarama testleri genellikle yiiksek 6zgiilliige sahip
gibi goriinse de ¢evresel faktorlerin ya da ortamda bulunan
diger reaktif maddelerin etkisiyle zaman zaman yanlis
pozitif veya yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir.
Ornegin luminol olay yerindeki kan izlerinin gozle goriiliir

hale getirilmesi amaciyla kullanilir. Ancak luminoliin farklt

kimyasallarla da reaksiyona girebiliyor olmasi kana 6zgi
bir reaktif olmadigin1 gostermektedir (7). Benzer sekilde,
antijen-antikor iligkisinden yararlanilan kaset testleri de
¢esitli gevresel kosullardan etkilenerek yanlis pozitif ya da
yanlis negatif sonuglar verebilir. Dolayisiyla, olay yerinde
uygulanan 6n tarama testleri nemli ip uclart sagliyor olsa
da bu bulgularin laboratuvar ortaminda dogrulayici testler
ile desteklenmesi bilimsel giivenilirlik agisindan gereklidir
(2). Adli olgularin aydinlatilmasinda kritik 6neme sahip
olan bu dogrulayici testler, epigenetik ¢alismalarin temelini
olusturan DNA ve RNA tabanli analiz yontemleri ile

miimkiindiir (8,9).

Bu c¢aligmada, adli kimliklendirmede kullanilabilecek
DNA metilasyon (DNAm) tabanli viicut sivisi tanimlama
yontemleri incelendi, ek olarak DNAm veri tabanlarinin
kapsam ve isleyisi hakkinda bilgi verildi. Ayrica,
RNA tabanli analiz ydntemleriyle karsilastirmali bir
degerlendirme yapilarak literatirde hangi ydntemin
daha giivenilir ve uygulanabilir olduguna dair bulgulara
yer verildi. Son olarak, DNA degradasyonu ve miktar
mevcut metodolojik  zorluklar ve

yetersizligi  gibi

kisitlamalar  tartisilarak  bu  analiz  ydntemlerinin
gelecekteki kullanim alanlarindan, adli biyolojik delillerin
degerlendirilmesi ve anlamlandirilmast baglaminda adli
bilimler ile hukuk arasindaki kesisim alanina sundugu

katkidan ve gelistirilme potansiyelinden soz edildi.

MATERYAL VE METOD

DNA metilasyonuna dayali adli kimliklendirme
¢alismalarini iceren bu derleme, kapsamli bir literatiir
taramasina dayanan narratif derleme niteligindedir.
Literatiir taramasi1 PubMed, Scopus, Web of Science (WoS)
ve Google Scholar olmak iizere uluslararasi veri tabanlari
kullanilarak yiiriitiildii, Tirkge ve Ingilizce kaynaklar
degerlendirildi. Literatiir, konuya iliskin mevcut bilgi

birikimini ortaya koymak ve adli biyoloji baglaminda
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viicut sivisi kimliklendirme yontemlerini degerlendirmek

amaciyla incelendi.

Tarama siirecinde, adli biyolojide viicut sivilarinin
kimliklendirilmesinde DNA metilasyon analizi yonteminin
kullanimini konu alan ¢aligmalar; ‘DNA methylation’ and
‘DNA methylation markers’, ‘body fluid identification’,
‘forensic epigenetics’ or ‘forensic biology’ ile bunlarin
Tiirkge karsiliklari olan ‘DNA metilasyon belirtegleri’,
‘viicut stvilarinin kimliklendirilmesi’ve ‘adli epigenetik’
gibi anahtar kelimeler kullanilarak segildi. Caligsmalarin
baslik, O6zet ve tam metinleri incelenerek uygunluk
degerlendirmesi yapildi. Calismada oncelikli olarak
2020-2025 yillart arasinda yayimlanmis hakemli bilimsel
arastirmalar tarandi ve analiz edildi. Belirtilen tarih aralig1
diginda kalan yayinlar ise, konunun kuramsal altyapisini
desteklemek ve kavramsal c¢erceveyi agiklamak amaciyla
anlatimsal boliimlerde kaynak olarak kullanildi. Diglama
kriterleri dogrultusunda; yayimlanmamis tezler, konferans

bildirileri, 6zet metinler ve tam metnine erisilemeyen

calismalar analiz dis1 birakildi.

Ik tarama sonucunda toplam 110 calisma belirlendi.
Baslik, 6zet ve tam metin incelemesi sonucunda dislama
kriterlerine uyan ve duplike olan c¢aligmalar analiz disi
birakildi ve nihai olarak 57 ¢alisma derlemeye dahil edildi.
Dahil edilen caligmalar ile DNA metilasyon analiziyle
viicut sivist kimliklendirme yontemleri {izerine derleme
bilgi sunuldu. Caligma, sistematik derlemelere 6zgii bias
degerlendirmesi, bagimsiz degerlendirici analizi veya

PRISMA akis semasi igermemektedir.
Viicut Sivilariin Kimliklendirilmesi

Adli biyolojinin en kritik adimlarindan biri, olay
yerinde tespit edilen biyolojik materyalin kdkeninin dogru
tanimlanmasidir. Viicut sivilarinin kaynaginin belirlenmesi
hem bireyin olayla iliskisini degerlendirmede hem de
delillerin baglamini ¢éziimlemede temel rol oynar. Adli

olgularda en ¢ok karsilagilan periferik kan, menstrual kan,

meni, tiikiirik ve vajinal sekresyon sivilari, adli olgunun
aydinlatilmasi siirecinde 6zel éneme sahiptir. Geleneksel
test yontemleri simurli 6zgiillige sahipken, giiniimiizde
epigenetik alanindaki ilerlemeler sayesinde 6zellikle
DNAm temelli analizler, biyolojik stvilarin kaynagini daha
yiiksek dogrulukla belirleyebilmektedir (10). Bu baglamda,
adli kimliklendirmede DNAm profilinin analizi, s6z konusu

bes viicut sivisinin kokeninin tespit edilmesinde potansiyel

bir arag olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Su¢ olaylarinin  aydinlatilmasinda  laboratuvarda
geleneksel olarak kullanilan ydntemler, klasik yontemler

olarak ifade edilir:
Klasik Yontemler

Viicut sivilarinin  kimliklendirilmesinde kullanilan
klasik yontemler, adli biyoloji alaninda temel referans
araglar olarak bilinir. Bu yontemler, 6n tarama testleri ve
dogrulama testleri olmak {izere iki ana grup altinda toplanir:
on tarama testleri, olay yeri incelemesinde sivilarin
varhigmi hizli ve pratik sekilde tespit ederek analize yon
verirken; dogrulama testleri, laboratuvar ortaminda daha
yiiksek ozgiillikte calisarak sivinin kaynagimi kesin bir
sekilde belirlemeyi hedefler (6,11). Farkli viicut sivilarina
ozgli klasik yontemlerin calisma prensipleri, 6zgilliik
sorunlari ve dogrulayici testleri Tablo 1’de karsilastirmali

olarak sunulmustur.

Klasik yontemler hizli, ucuz ve pratik olmalari nedeniyle
viicut stvilarinin kimliklendirilmesinde yaygin olarak tercih
edilse de; farkli viicut sivilart arasindaki biyokimyasal
benzerlikler, dis etkenlere bagli bozulmalar ve smirlt
ozgiilliik gibi faktorlerden dolayi bu testler ¢ogu zaman
kesin tani i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu durum, ozellikle
birden fazla kaynagin bulundugu karigim 6rneklerde ciddi
belirsizliklere yol agabilmektedir. Son yillarda, epigenetik
diizeyde daha hassas ve 0zgiil analiz ydntemlerinin
gelistirilmesine yonelik arastirmalarda dikkate deger bir

artis gozlemlenmektedir. Bu baglamda, viicut sivilarina
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6zgii belirtecler sunarak biyolojik sivinin kimligini ortaya

koyabilecek; diisiik miktarda ya da bozunmus orneklerde

dahi ise yarayabilecek nitelikte olan DNAm dayali analiz

yontemlerine olan ihtiyag 6nemli derecede artmaktadir.

Tablo 1. Adli biyolojide kullanilan klasik viicut sivisi kimliklendirme yontemlerinin karsilastirilmasi.

Viicut Sivisi

Test Tipi ve Prensibi

Ozgiilliik Sorunlar

Dogrulama Testleri

Avantajlar & Dezavan-
tajlar

On Tarama: Kas-
tle-Meyer, Benzidin
(Hemoglobinin peroksi-

Hizli sonug verir, an-
cak bazi bitkiler veya

Takayama ve Teich-
mann (Hemoglobinin

Avantaj: Hizli ve olay
yerinde pratik uygula-

Periferik Kan daz benzeri aktivitesi). klmyasalla:r.ne_det?lyle kristal yapisin1 hede- ma..]?ezhavsimta_]: Ye_lnhs
. yanlis pozitif riski tagir pozitif riski ve kesin
Kemiliiminesans: Lu- fler) (11). .. o
. (12,13). tant i¢in yetersizlik (7).
minol.
Hemoglobin testleri
Fibrin bozunma iirtinii pozitif ¢iksa dahi per-
olan iferik kandan ayrilmasi Dezavantaj: Klasik kan
Menstrual zordur. Klasik dogrulama testleri ile ayrimi gok
Kan D-dimer seviyesinin testi yoktur. zor, dzgiilliik kisitlidir
immiinolojik yontemler- D-dimer seviyesi per- (13).
le tayini (5,13). iferik kandan ayristir-
maya odaklanir.
Prostat Spesifik
On Tarama: Seminal O"zgu}lu%u"sml{hdu Antijen (PSA? ve Dezvavantajz Azospermi
. clinkii diisiik diizeyde Semenogelin im- (dogustan veya vazek-
. Asit Fosfataz (SAP) en- . .. . . . . ;
Meni im aktivitesine davanir olsa bile Vajinal Asit miinolojik testleri, tomi sonrast) vakalarin-
(1) 4 Fosfataz (VAP) ile ben- Spermatozoanin da mikroskobik tayin
’ zerlik gosterir (11). mikroskobik identifi- miimkiin olmaz (6,13).
kasyonu (13,14).
Amilazin (AMY?2)
Amilaz (AMY1) aktivi- meni, vajinal sekresyon Dezavantaj: Sinirli
Tiikiiriik tesini saptamaya yonelik ve pankreatik salgilar- Klasik dogrulama ozgiilliik, karisim
kimyasal veya immiino- da da bulunmasi, yanlis testi yoktur. orneklerde ciddi belirsi-
lojik testler. pozitif/negatif ihtimali- zlik (11).
ni artirir (11).
Epitel hiicre morfo- Avantajﬂ: Morfoloji ve
lojisi ve bakteriyel f:iora igozlem}enerek
flora degerlendirmesi. Desisken 6zeiilliik on degeﬂendlrme
Vajinal Ostrojen reseptorleri, EIs Zgu U, Klasik dogrulama yapilabilir.
.. . - genellikle morfolojik .
Sekresyon vajinal peptidaz enzimi testi yoktur.

ve PAS (Periodic Acid
Schiff) reaktifi sap-
tamasi (5,11).

veya flora temellidir.

Dezavantaj: Menstrual
dongii ve hormonal
duruma gore tayin
zorlagmaktadir.

Vicut Sivilarimin Adli Kimliklendirmedeki Roli

Adli  delillerin  degerlendirilmesinde  biyolojik
materyalin yalnizca kime ait oldugu degil, ayn1 zamanda
hangi viicut sivisindan kaynaklandigi da kritik Oneme
sahiptir. Olay yerinde bulunan bir viicut sivisinin tiirt;
olayin niteligi, zamanlamasi ve faile dair ipuglar1 agisindan

belirleyici olabilir. Adli olaylarda sik karsilagilan periferik

kan, menstrual kan, meni, tiikiirik ve vajinal sekresyon
stvilar1 hem fiziksel hem molekiiler 6zellikleri bakimimdan
farklilik gosterir. Ancak bazi olaylarda bu sivilar karigim
halinde bulunabildiginden makroskobik olarak birbirinden
ayirt etmek oldukga gii¢ olabilir. Ozellikle cinsel saldiri
vakalari, siddet suglar1 ve olay yerinde birden fazla bireyin
biyolojik materyalinin bulundugu durumlarda siv1 tiiriiniin

belirlenmesi kimliklendirmenin yan1 sira, olaymn yeniden
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kurgulanmasi agisindan da kilit bir agsama olarak kabul

edilmektedir (15).
Epigenetik

Epigenetik; beslenme aliskanliklari, fiziksel aktivite,
stres seviyesi, alkol, sigara ve yasa distmaddelerin kullanim1
gibi cevresel faktorlerin etkisiyle, genomik materyal olan
DNA dizisinde herhangi bir degisiklik meydana gelmeden,
gen ifadesinin ‘kalitilabilir’ bi¢cimde diizenlenmesini
saglayan molekiiler mekanizmalar biitiniidiir (8,10). Bu
mekanizmalar, yer ve zaman parametrelerine bagli olarak
genlerin susturulmasini veya aktif hale getirilmesini saglar

ve gen ifadesinin kontrol edilmesini miimkiin kilar (15).

Epigenetik  diizenlemeler, Sekil 1’de goriildiigii
gibi DNA metilasyonu ve hidroksimetilasyonu, histon
proteinlerinin  post-translasyonel modifikasyonlar:t ve
gen kodlamayan RNA molekiillerinin diizenleyici rolleri
olmak iizere ii¢ ana mekanizma ile siniflandirilmaktadir.
Bu mekanizmalar, genom dizisinde herhangi bir degisiklik
meydana getirmeksizin gen ekspresyonunun kontroliinii

saglar.

DNA

Modifikasyonlar —~~_ EPIGENETIK —

/

Metilasyon /

Hidroksimetilasyon

Epigenetik  diizenleme yollar1 arasinda DNA
metilasyonu, en kapsamli bigimde aragtirtlan mekanizmadir
(9). ikinci 5Snemli mekanizma olan histon modifikasyonlar,
DNA’nin etrafini sardig1 histon proteinlerinin N-terminal
kuyruklarinda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi kimyasal degisiklikleri

(16).

histon kuyruklarima eklenen kimyasal gruplar araciligryla

kapsar Bu post-translasyonel modifikasyonlar,
kromatin yapismnin yogunlugunu dogrudan etkileyerek
genlerin transkripsiyonel olarak aktif ya da pasif durumda
olmasmi belirler (17). Histon asetilasyonu genellikle
transkripsiyonel aktivasyonla, histon metilasyonu ise hem
aktivasyon hem de baskilanmayla iliskilendirilmektedir
(18,19). Bunlarmn yan1 sira, mikro RNA (miRNA) ve uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) gibi gen kodlamayan RNA
molekiilleri ise, mRNA degradasyonu ya da translasyonel
baskilama yoluyla protein sentezinin dolayli olarak
diizenlenmesinde gorev alir (8). Sonug olarak, bu ii¢ temel
epigenetik mekanizma birbirleriyle etkilesimli bir bigimde
calisarak hiicresel kimligin korunmasmi ve dokuya/
stviya Ozgii gen ekspresyon motiflerinin olusumunu

saglamaktadir.

Kodlamayan
RNA’lar

\
\ IncRNA

miRNA

Histon
Modifikasyonlar

-,

% Fosforilasyon
’ Asetilasyon
Metilasyon

=N

Sumoilasyon 3
Ubikitinasyon T
. Biyotinilasyon

Sekil 1. Gen ifadesini yoneten epigenetik mekanizmalar
[Kaynak (8) temel alinarak yazarlar tarafindan yeniden ¢izildi].
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Epigenetik, organizmanin yasami boyunca sabit
kalan X kromozomunun inaktivasyonu, tekrar dizilerinin
susturulmast ve genomik imprintlenme gibi karari:
epigenetik isaretlerin yani sira; beslenme aligkanliklari,
stres seviyesi, toksin maruziyeti ve yasam tarzi gibi
gevresel uyaranlar nedeniyle gen ifadesinde geri doniisiimli
degisikliklere yol agabilen dinamik epigenetik isaretleri de
kapsamaktadir (16,20). Bununla birlikte, ebeveynin maruz
kaldig1 bir durum neticesinde, hiicresel ve transkripsiyonel
hafiza gibi jenerasyonlar arasi hafiza mekanizmalari
araciligiyla, atanin yasadigi bu maruziyetin yavruda da
epigenetik diizenlemeler seklinde karsilik bulabildigi

bilinmektedir (21).

Epigenetik mekanizmalarin  bireysel farkliliklar
yansitabilmesi ve gevresel etkilere duyarli olmasi; bireyin
kronolojik yasinin, yasam tarzinin veya viicut sivisinin
kaynagmin belirlenmesi gibi ¢esitli adli sorularin
yanitlanmasini miimkiin kilmaktadir (10). Adli olgularin
aydinlatilmasinda klasik DNA analizlerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda, biyolojik 6rneklerden daha ayrintili
ve baglamsal bilgiler elde edilmesini saglayan adli
epigenetik, bilimsel yontemler 1siginda su¢ olaylarmin
aydinlatilmasina katkida bulunan ve hizla gelismeye devam
eden bir alt disiplin olarak 6ne ¢ikmaktadir. Son yillarda yas
tahmininden atasal soy belirlemeye, monozigotik ikizlerin
ayrimindan doku ve viicut sivisi kimliklendirmeye kadar
pek ¢ok alanda gerceklestirilen caligmalar, epigenetik
analizlerin adli baglamda kullanilabilirligini destekleyen

6nemli bulgulardir (15).

Genetik  yapmin  sabitligine  karsin;  epigenetik

modifikasyonlarin zamana ve ¢evresel faktorlere bagl
olarak degiskenlik gdstermesi,

sucun islenmesinde

bireyin sorumlulugu ile ¢evresel etkiler arasindaki

sinirin sorgulanmasina neden olmaktadir. Bu baglamda,
epigenetik analizlerin hangi durumlarda, kimler tarafindan

ve hangi amaglarla kullanilabilecegi, elde edilen verilerin

nasil yorumlanacagi gibi sorular; ceza hukuku, delil
degerlendirmesi ve yargilama siiregleri agisindan da son

derece onemlidir.
DNA Metilasyonu

Epigenetik diizenlemelerin en iyi karakterize edilmis
ve en yaygin incelenen mekanizmalarindan biri olan
DNA metilasyonu, genellikle sitozin (C) bazmin 5.
grubunun (-CH3) DNA
ile (DNMT) kovalent olarak

karbon atomuna bir metil
metiltransferaz  enzimi
baglanmasiyla meydana gelir (22). Baglanma sonucunda
olusan 5-metilsitozin (5-methylcytosine, SmC) yapisi,
¢ogunlukla sitozin-fosfat-guanin  (Cytosine-phosphate-
Guanine, CpQG) diniikleotid bdlgelerinde yogunlasir (23).
Bu biyokimyasal mekanizma, gen dizisinde herhangi bir
degisiklige yol agmaksizin genlerin aktif ya da sessiz
hale gelmesini saglayarak hiicresel farklilasma, genomik
stabilitenin korunmasi, imprintlenme ve X kromozomu
inaktivasyonu (Barr-body) gibi birgok biyolojik siirecin

temel diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir (24).

Sekil 2’de DNA ipligi {izerindeki gen bolgelerinin
on kisminda yer alan ve transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini ifadesini

kolaylastirarak  gen baglatan

promotor bolgesi ile metilasyonun hedef genin

transkripsiyonunu  durdurdugu, bdylece translasyonu

engelleyerek gen ifadesini baskiladigi goriilmektedir.

Gen ifadesinin metilasyon tarafindan diizenlenmesi,
tim hiicre tiirlerine doniisebilme potansiyeli tasiyan
pluripotent zigot hiicresinden farkli dokularin ve organlarin
olusumuna neden olmaktadir (25-27). Embriyonun erken
gelisim siirecinde, kromatin ipliklerin yeniden sekillenerek
yogun kromozom yapisindan transkripsiyonel duruma
gecisi, DNA ve histon modifikasyonlarinin dogru sekilde

gergeklesmesi agisindan 6nem tasimaktadir (28).

DNA’nin CpG diniikleotidleri; genellikle gen promotor

bolgelerine yakin yerlerde, CpG adalari olarak adlandirilan
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yogunlagmis kiimeler halinde yer alir. CpG adalarinda
meydana gelen metilasyon, transkripsiyon faktorlerinin
hedef genin promotdr bdlgesine baglanmasini engeller ve

genin susturulmasina (gene silencing) yol agar (20).

A metil grubu B
 promotir N4\ 70\,
L | | J | ]
hedef gen promotir  hedef gen

Sekil 2. Hedef genin aktif transkripsiyonu (A), ve metilas-

yon sonucu hedef genin ekspresyonunun engellenmesi (B)
[Kaynak (15) verileri temel alinarak yazarlar tarafindan yeniden ¢izildi].

Genom c¢apmda yapilan epigenetik haritalama
calismalarinda genetik materyal olan DNA ipligi lizerindeki
metilasyon desenlerinin belirli bolgelerde tekrar ettigi
gozlenmistir. Epigenetik saat olarak tanimlanan bu bolgeler,
belirteg olarak kronolojik ve biyolojik yas tahmininde

kullanilmaktadir (22,29).

DNA metilasyonu, basta DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimleri olmak {izere g¢esitli molekiiler bilesenlerin
etkilesimiyle gerceklesen bir epigenetik modifikasyondur
(17). insan genomunda toplam bes metiltransferaz enzimi
kodlanmaktadir: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B
ve DNMT3L (30).

Sekil 3’te gorildigi gibi, DNMT3A ve DNMT3B
enzimleri de novo metilasyondan sorumludur. Bu enzimler,
sitozin bazina metil grubu ekleyerek SmC yapisini olugturur
ve boylece yeni DNAm motiflerinin meydana gelmesini
saglar (31). De novo metilasyon, &zellikle embriyonik
gelisim siirecinde kritik bir rol oynamaktadir. Temel olarak
erken gelisim doneminde sentezlenen DNMT3L ise,
katalitik aktiviteye sahip olmamakla birlikte, DNMT3A
ve DNMT3B’nin etkinligini artirarak metiltransferaz

aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunur. Diger yandan

DNMT1 enzimi, hiicre dongiisiiniin S fazinda gergeklesen

DNA replikasyonu sirasinda, mevcut metilasyon desenini
koruyarak bu desenin yeni sentezlenen DNA ipligine
aktarilmasini saglar (32). TRDMT1 (tRNA aspartic acid
methyltransferase 1) olarak da bilinen DNMT2 enzimi ise,
ozellikle aspartik asit transfer RNA’sinda yer alan belirli
niikleotidlerin metilasyonunu gergeklestirerek tRNA’nin
yapisal biitiinliiglinii korur. Ayrica RNA viriisleri olmak
iizere gesitli patojenlere karsi gelistirilen immiin yanitin

diizenlenmesinde de kritik rol oynar (33).

ONMT3A | DNMT3B
NHe

NH;
N de novo metilasyon W o DNMT1
A | > ||
N 0 T

S meilsitozin

sitozin

Sekil 3. DNA metilasyon mekanizmasi. Sitozin bazina

metil grubunun eklenmesi
[(15,17) kaynaklarindan yararlanilarak sekil yeniden tasarlandi].

Farkli metillenmis bolgeler (Differentially Methylated
Regions, DMRs), birden fazla CpG adasindaki DNAm
profillerinin incelendigi, belirli genlerin zaman ve
hiicre tipine bagl olarak aktif ya da pasif hale gelmesini
saglayan hipermetilasyon ve hipometilasyon motiflerinin
gozlemlendigi, biyolojik durumlara ve g¢evresel faktorlere
gore degisiklik gosteren DNA  bolgeleridir (34).
Hipermetilasyon, metilasyon kazanimi ile gen ifadesini
baskilarken; hipometilasyon, metilasyon kaybiyla genlerin
asir1 ifade edilmesine yol agar ve normalden fazla protein
iretimine neden olur. Bu iki mekanizmanm analiz
edilmesiyle, DMR bélgelerindeki metilasyon desenlerinin
farkliliklar1 incelenerek bireyin biyolojik yasi ve diger

ozellikleri hakkinda tahminler yapilabilmektedir (35).

Son yillarda DNAm ile SNP bolgeleri arasindaki

iliskinin aydmnlatilmasina ydnelik arastirmalar kayda
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deger bir ivme kazanmigtir. SNP’ler, insan genomunda
en sik gozlenen genetik varyasyon tiirii olup hem protein
kodlayan bolgelerde (ekzonlar) hem de kodlamayan
diizenleyici elementlerde (promotor, intron, enhanser gibi
bolgeler) bulunabilmektedir (36). Ozellikle gen promotor
bolgelerinde yer alan kodlayict SNP’lerin (coding SNPs,
cSNPs), transkripsiyon faktorlerinin (TF) baglanma
bolgeleriyle cakisarak hem transkripsiyonel aktiviteyi hem
de lokal DNAm desenlerini etkileyebildigi gosterilmistir
(37). Bu bulgular, belirli SNP alt kiimelerinin polimorfik

etkilerinin yani sira, epigenetik mekanizmalar araciligiyla

gen ifadesini diizenleyebildigini de ortaya koymaktadir.

Promotor bolgelerinde yer alan bazi SNP’ler, CpG
dintikleotidlerinin varligi ve yoklugu lizerinde dogrudan
etkili olarak bu bolgelerin metilasyon potansiyelini
degistirebildiginden dolayi, CpG’ye bagli SNP belirtegleri
(CpG-linked SNP markers) olarak adlandiriimaktadir (38).
Bu tiir varyantlarin analizi yalnizca genetik profilin degil,
ayni zamanda epigenetik imzanin da degerlendirilmesini
miimkiin kildigindan, 6zellikle adli biyoloji baglaminda
karisgtm  Orneklerin - ¢éziimlenmesinde ve doku/viicut

sivisinin  6zgiil tanimlanmasinda giliglii bir analitik arag

olarak 6ne ¢ikmaktadir.

DNA  metilasyonunun molekiiler diizeydeki
mekanizmalari, gen ekspresyonunun diizenlenmesinden
hiicresel farklilasma ve genomik stabilitenin korunmasina
kadar genis bir biyolojik islev yelpazesi iizerinde belirleyici
rol oynamaktadir. Bu epigenetik isaretler, yalnizca normal
fizyolojik siireglerin  ve hastalik mekanizmalarinin
anlagilmast acisindan degil, ayn1 zamanda bireye Ozgii
cevresel maruziyetler, yaglanma siireci ve yasam tarzi
gibi faktorlerin izlenmesi agisindan da Onemli bilgiler
sunmaktadir. Bu nedenle DNA metilasyon profili verileri,
adli biyoloji disiplininde doku/viicut sivisi Orneginin
kokeninin belirlenmesi ve yas tahmini gibi kritik konularda
tamamlayici ve destekleyici bir arag olarak kullanilmaktadir.

Bubaglamda, DNAm analizleri klasik genetik incelemelerin

otesine gegerek adli sorusturmalarda ¢ok boyutlu bilgi

saglayan yenilikgi bir yaklagim sunmaktadir.
DNA Metilasyon Belirtegleri

Viicut  sivilarinin - kimliklendirilmesinde  klasik
yontemlerin siirliliklari, molekiiler diizeyde daha 6zgiil ve
giivenilir belirteglerin arastirilmasina zemin hazirlamistir.
Bu baglamda, DNAm profili son yillarda adli biyolojide 6n
plana ¢ikan, oldukg¢a hassas ve siviya 6zgii analiz olanagi
sunan bir ara¢ olarak dikkat c¢ekmektedir. Epigenetik
diizenlemelerden biri olan DNAm, farkli hiicre ve doku
tiplerinde belirli Oriintiiler sergilediginden, ayni bireye
ait biyolojik ornekler arasinda dahi ayirt edici sinyaller
tagtyabilmektedir (15). Bu ozellik sayesinde; bes temel
viicut stvisinin yalnizca DNA analiz yoluyla ayirt edilmesi
miimkiin hale gelmistir. Ayrica, DNAm analizleri, ¢evresel
faktorlere maruz kalarak bozulmus olan biyolojik drneklerde
de yiiksek dogrulukla sonug verebildiginden, adli olgularin

aydinlatilmasinda 6nemli bir potansiyel tasimaktadir.

Li ve arkadaslar1 tarafindan adli olaylarda hem biyolojik
ornegin kaynagint hem de Ornegin ait oldugu bireyi
aynt anda belirleyebilen entegre bir sistem gelistirildi
(39). Arastirmada 83 oOrnek igin viicut sivilarina 6zgi
bes CpG metilasyon belirteci (periferik kan i¢in PB-1/
cg04011671, menstrual kan i¢in MB-2/cg18069290, meni
icin SE-1/cg05261336, tikirik icin SA-2/cg09107912,
vajinal sekresyon i¢in VG-1/cg15988970) ile iki kontrol
bolgesinden olusan 7-plex CpG amplifikasyon sistemini
20-plex STR analiz sistemiyle birlestirerek kapiller
elektroforez temelli es zamanli bir tespit ydntemi
olusturuldu. Gelistirilen bu sistem bes temel viicut sivisini
hem tekil hem de karisik drneklerde basariyla ayirt edildi.
Ayn1 zamanda biyolojik sivinin kdkeninin belirlenmesi
ile bireyin tanimlanmasinda da yiliksek dogrulukla sonug
elde edildi. Bu yontemle yalnizca 0.1 ng DNA igeren

orneklerde dahi meni ve vajinal sekresyon tespit edilebildi.

Arastirmacilar ayrica oda sicakliginda bes ay boyunca
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bekletilen 6rneklerde de basarili sonuglar tespit ettiklerini
bildirdiler. Bu 6zgiin yaklasim, tek bir analizde biyolojik
stvinin tayini ile birlikte bireysel kimliklendirmeye katki

saglamaktadir.

Konrad ve arkadaglari tarafindan toplam 415 6rnek
tizerinden CpG belirteglerinin  metilasyon kaliplar1
kullanilarak bu sivilarin ayristirilmas: hedeflendi (40).
Periferik kan, nazal mukoza/kan, menstrual kan, meni,
tiikiiriik ve vajinal sekresyon igin secilen CpG belirtegleri
(NB-21, B-7, MB-4, SA-4, V-2, N-SE-27), bu biyolojik
stvilar ayirt etmede yiiksek dogrulukla sonug verdi. Bu
calisma DNAm analizinin, adli olaylarda viicut sivilarinin
tanimlanmast i¢in pratik ve giivenilir bir yontem oldugunu

bildirdiler.

Baska bir ¢alismada Silva ve arkadaslari tarafindan
madde bagimliligt ve ¢esitli hastaliklar gibi klinik
fenotiplere sahip bireylerde, doku ve viicut sivilarinin
tanimlanmasinda kullanilan belirli CpG bolgelerindeki
metilasyon desenlerinin, bu hastaliklar veya bagimlilik
durumlart nedeniyle etkilenip etkilenmedigi arastirildi
(41). Gelecek caligmalar i¢in farkli tibbi durumlari olan
bireylerde daha fazla CpG bdlgesinin incelenmesi ve bu
metilasyon belirtegleri iizerindeki potansiyel etkilerin
kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi gerektigi sonucuna

varildi.

Yuen ve arkadaslarinin  gergeklestirdikleri  bir
calismada DNAm ile yas ve viicut sivilart arasindaki
iliskiyi nanopore adaptif drnekleme yontemini kullanarak
belirlemeyi amagladilar (42). 32 CpG bdlgesinin ¢ogunda
pozitif korelasyon tespit edildi. Nanopore adaptif
ornekleme yontemiyle, spesifik metilasyon belirteglerini
tanimlamada yiiksek dogruluk tespit edildi. Elde edilen
sonuglar, bu yenilik¢i yaklasimin 6zel DNA hazirligt
ya da ek biyokimyasal islemler gerektirmeksizin, tek
bir ornek tizerinden birden fazla metilasyon belirtecinin
profillenmesine olanak tanidigini

gosterdi. Calisma,

nanopore teknolojisinin adli epigenetik alanindaki
potansiyelini vurgulamakta ve gelecekteki arastirmalar
icin yeni metilasyon belirteclerinin kesfedilmesi agisindan

onemli firsatlar sunmaktadir.

Kim ve arkadaslari tarafindan viicut sivilarina 6zgii
DNAm belirteglerinin tanimlanmasi amaciyla SNaPshot
ve MPS (Massively Parallel Sequencing) ydntemlerinin
karsilastirildigi bir ¢alisma gergeklestirildi (43). Elde edilen
veriler; MPS yonteminin vajinal sekresyon, SNaPshot
yonteminin ise menstrual kan kimliklendirilmesinde
daha iyi c¢alistig1 bildirildi. Bu ¢aligma, viicut sivilarinin
tanimlanmasinda her iki metodun da avantajlarini ve

sinirlamalarini ortaya koymakta, hangi yontemlerin hangi

durumlarda daha etkili olduguna dair bilgiler sunmaktadir.

Son yillarda yiiriitiilen ¢alismalar, DNAm belirteglerinin
viicut stvilarinin kimliklendirilmesinde yiiksek dogruluk
orantyla kullanilabildigini ve klasik yontemlerle elde
edilemeyen bilgilerin epigenetik diizeyde elde edilmesinin
miimkiin hale geldigini ortaya koymustur. Ozellikle diisiik
miktardaki ya da bozulmus orneklerde dahi ayirt edici
metilasyon profillerinin tespit edilebilmesi, adli biyoloji
acisindan bu yontemin Onemini vurgular niteliktedir.
Giderek artan belirteg sayisi, gelisen analiz teknikleri ve
¢oklu (multiplex) panel uygulamalari sayesinde, DNA
metilasyonu yalnizca viicut sivilarinin tanimlanmasinda
degil, ayn1 zamanda olay yeri biyolojisinin karmagik
Oriintiilerinin ¢6ziimlenmesinde de 6nemli bir molekiiler
arag haline gelmektedir. Budogrultuda, DNA metilasyonuna
dayali analizlerin sahada rutin kullanima girmesi, adli
stirelerde daha net ve bilimsel temellere dayali yorumlarin

yapilmasina olanak saglayacaktir.
Adli Epigenetik Profillemede Kullanilan Metotlar

Gelisen molekiiler biyoloji teknikleri, hedef DNA

bolgelerinin  diziye dayali analizinden, metillenmis

bazlara ozgii primerlerle gergeklestirilen kantitatif

degerlendirmelere kadar genis bir yelpazede analiz imkani
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sunmaktadir. Bu béliimde, adli 6rneklerde yaygin olarak
kullanilan baglica DNA metilasyon analiz yontemleri ile
bu yontemlerin temel ¢aligma prensipleri kisaca ifade

edilmistir.
Metilasyona Duyarli Restriksiyon Enzimleri (MSREs)

Metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri (Methylation
Sensitive Restriction Enzymes, MSREs), DNA tizerindeki
metillenmemis CpG bdlgelerini tantyarak bu spesifik
bolgelerde hassas bir sekilde kesim yapabilme 6zelligine
sahiptir (44). Bu sayede, oncesinde bisiilfit doniigiimiine
gerek  kalmaksizin  DNA metilasyon profili elde
edilebilmekte, bu da adli biyoloji uygulamalar1 agisindan
hizli ve etkili bir analiz yontemi sunmaktadir (15). MSRE
sisteminin PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile birlikte
kullanimi, 6zellikle adli &rneklerde siklikla karsilasilan
sinirlt miktarda ya da bozunmus durumdaki DNA
materyalinin etkin bir gekilde analiz edilmesini miimkiin
kilmakta ve DNA kaybi riskini en aza indirmektedir (45).
Adli uygulamalarda farkli viicut sivilarina 6zgii metilasyon
desenlerinin bu yontemle belirlenmesi miimkiindiir.
Ozellikle siirlt sayidaki hedef bélgenin analiz edildigi
durumlarda MSRE ile fragman analizi pratik ve diisiik

maliyetli bir segenek sunmaktadir.

Metilasyona Duyarli Tek Niikleotid Primer Uzantisi
(Ms-SNuPE)

Buteknik, DNA’nimsodyum bisiilfitilemuamele edilerek
metillenmemis sitozinlerin urasile donistiirilmesinin
ardindan, belirli niikkleotid pozisyonlarina 6zgii primerlerin
kullanildig1 tek niikleotid uzatma reaksiyonuna dayanir
(46). Uzatilacak olan niikleotid, ilgili pozisyondaki
metilasyon durumunu dogrudan yansittigi ig¢in yontem
yiiksek diizeyde oOzgiillik sunar. Ms-SnuPe teknigi,
belirli CpG bolgelerindeki metilasyon durumunu tek
baz ¢ozinirliginde degerlendirebilmekte; bu yoniiyle
yas tahmini ve doku/viicut sivisi kimliklendirme gibi
adli kullanilabilmektedir.

biyoloji uygulamalarinda

Ayrica, yalnizca metilasyonun varligini/yoklugunu degil,
aynt zamanda oranint da tespit edebilmesi sayesinde,
sinirli miktarda DNA igeren Orneklerde yapilan hassas

karsilagtirmalarda 6nemli bir avantaj sunmaktadir (47).
Bisiilfit Sanger Dizileme

Bisiilfit genom dizilemesi, tek baz ¢ifti ¢oziiniirligiinde
SmC’yi tanimlamak i¢in hem nitel hem nicel olarak etkili
bir yaklasim sagladigindan DNAm tespitinde altin standart
teknoloji olarak kabul edilir. Bu yontem ilk kez Frommer
ve arkadaglari tarafindan tanitilmistir ve sitozin ile SmC
aminasyon reaksiyonlarinin sodyum bisiilfit isleminden
sonra farkli ilerledigi bulgusuna dayanmaktadir (48).
Bu reaksiyonda, tek zincirli DNA’daki sitozinler urasil
kalintilarina doniiserek sonraki PZR amplifikasyonu ve
dizilemesinde timin olarak taninir. Ancak 5mC’ler bu
doniisiime karsibagisiktirve sitozin olarak korunduklarindan
SmC’lerin metillenmemis sitozinlerden ayirt edilmesi
saglanir. Bisiilfit isleminden sonra spesifik metilasyon
primerleri kullanilarak ilgi lokuslarindaki metilasyon
durumunun belirlenmesi igin ek bir PZR islemi gerekebilir
(49). Ancak bisiilfit Sanger dizileme; yogun laboratuvar
calismasi, zaman gereksinimi ve nispeten diisiik verimliligi
nedeniyle genellikle hedefli bolge analizleri igin tercih
edilmektedir. Yiiksek maliyet ve is giicii sebebiyle genis
kapsamli genomik metilasyon analizlerinde daha yiiksek
kapasiteli yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilmaktadir.
Yine de kiiciik olgekli calismalarda, spesifik metilasyon
bolgelerinin validasyonu veya yiiksek hassasiyet gerektiren
uygulamalarda bisiilfit Sanger dizileme ydntemi hala
onemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Sonug olarak,
bisiilfit genom dizilemesi hem aragtirma hem de klinik
uygulamalarda DNA metilasyonunun giivenilir ve detayli
bir sekilde incelenmesine olanak taniyan vazgegilmez bir

tekniktir.

Son yillarda, bisiilfit temelli analizi prensip edinen

cesitli yontemler gelistirilmisti. Metilasyon Spesifik




Adli Tip Dergisi

Ekici ve Tezel

PCR(MSP), Kombine Bisiilfit Kisitlama Analizi (COBRA)
ve Metilasyona Duyarli Tek Niikleotid Primer Uzantisi
(Ms-SNuPE) gibi teknikler, farkli uygulamalara hizmet
eden giiglii araglar haline gelmistir. Metillenmis sitozini
kendi kesme tanima bdlgelerinde 6zel olarak taniyabilen
kisitlama enzimlerinin duyarliligina dayali diger DNA
metilasyon yaklagimlariyla karsilagtirildiginda, bisiilfit
bazli DNA metilasyon analizi ¢ok daha yiiksek tespit
hassasiyeti, niceliksel dogruluk ve genis Ornekleme
kapasitesi sunar. Ozellikle tiikiirik, meni ve vajinal
sekresyon gibi viicut sivilarina 6zgli metilasyon profilleri
sayesinde adli biyolojide sivi kaynaginin belirlenmesi gibi

uygulamalar da miimkiin hale gelmistir.
Bisiilfit Pirosekanslama

Bisiilfit pirosekanslama; yiiksek dogruluk, duyarlilik
ve hassas kantitatif O6l¢lim kapasitesi sayesinde adli
epigenetik analizlerde en ¢ok tercih edilen yontemlerden
biridir. Bu teknikte bisiilfitleme isleminin ardindan hedef
DNA bolgelerine 6zgili primerlerle PZR gergeklestirilir
ve niikleotidlerin sentezi sirasinda agiga ¢ikan inorganik
pirofosfat miktari, ger¢ek zamanli senteze dayali 151k
sinyalleri araciligiyla dlgiilerek metilasyon diizeyleri nicel
olarak belirlenir (15). Ayni1 anda birden fazla CpG bolgesinin
metilasyon oraninin hassas bigimde saptanabilmesi, kan,
meni ve tiikiirik gibi viicut sivilarina 6zgii metilasyon
desenlerinin ayrigtirilmasinda etkili sonuglar verir. Ayrica,
50-100 baz ¢ifti uzunlugundaki kisa genomik bolgelerde
¢ok sayida CpG lokusunu analiz edebilme kapasitesi
sayesinde, sinirli miktarda ya da bozunmus durumdaki eski
DNA o6rneklerinden de giivenilir sonuglar elde edilebilir.
Yontemin yiiksek verimliligi, kantitatif yapisi ve mevcut
laboratuvar altyapistyla uyumlulugu, adli laboratuvar
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmasini miimkiin

kilmaktadir.

Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing,

NGS / Massive Parallelle Sequencing, MPS)

Yeni Nesil Dizileme, milyonlarca kisa DNA dizisinin
es zamanli olarak sekanslandigi yiiksek kapasiteli bir
yontemdir. NGS teknolojileri, 2000°li yillardan itibaren
genetik arastirmalarda kullanilmaya baglamis, giiniimiize
kadar hiz, maliyet ve veri isleme kapasitesi agisindan
onemli gelismeler kaydetmistir. Geleneksel kapiller
elektroforez tabanli yontemler tek seferde sinirhi sayida
belirteci analiz ederken, NGS ile STR, SNP, mtDNA ve
epigenetik belirtegler tek bir is akisinda ve kisa siirede

analiz edilebilmektedir (50).

NGS tabanlt metilasyon analizlerinde, genellikle ilk
adim DNA’nin sodyum bisiilfit ile muamele edilmesidir.
Dontisime ugramis DNA, dizileme kiitiiphanelerine
hazirlanarak MPS platformlarinda sekanslanir. Giiniimiizde
adli analizlerde kullanilan MPS platformlarimin iki ana
saglayicist bulunur ve bu platformlar farkli dizileme
sentezle

kimyalarmi kullanir  (51). Illumina sistemi

dizileme (sequencing-by-synthesis) kimyasini temel
alirken, Thermo Fisher Scientific sistemi ise yari iletken

tabanli lon Torrent dizileme kimyasiyla ¢aligmaktadir (52).

Adli bilimlerde NGS/MPS teknolojilerinin sundugu
avantajlardan biri karma Orneklerin ¢dziimlenmesinde
gosterdikleri basaridir. Diisiik miktarda DNA igeren,
bozunmus veya birden fazla biyolojik sivi igeren
orneklerde dahi anlamli veriler elde etmek miimkiindiir.
Ayrica metilasyon analizinin yani sira, ayn1 veri lizerinden
STR ve SNP gibi diger genetik belirteglerin de analiz
edilebilmesi, kimliklendirme siireglerinde ¢ok boyutlu
bir yaklagim saglamaktadir. NGS teknolojisi, viicut

stvilarinin -~ kimliklendirilmesindeki  katkilarinin ~ yani

sira, insanda yas ve DNA metilasyon seviyesi arasindaki
korelasyonun incelenmesi ve monozigot ikizlerin
birbirinden ayirt edilebilmesi gibi konularda da 6nemli

katkilar saglamaktadir (50). NGS tabanli metilasyon
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analizleri yliksek maliyet, ileri teknik altyapi ve uzman
personel gerektirse de, teknolojinin hizla gelismesiyle
birlikte bu engellerin agilmast beklenmektedir. Metilasyon
profillemesinin bireye 6zgii biyolojik izlerin tespitindeki
potansiyeli ve NGS’nin ¢oklu belirteg analizindeki

istlinliigli bu yontemi adli molekiiler biyolojide devrimsel

bir konuma tagimaktadir.
Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS) temelli
metilasyon analizleri, O6zellikle MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight)
ile Dbistilfit

teknolojisi isleminden ge¢mis DNA’nin

molekiiler agirhk  farkliliklarmimm — gézlemlenmesine
olanak saglar (15). Bu teknikle her bir CpG bolgesindeki
metillenme durumu, olusan fragmanlarin kiitle farkliliklart
tizerinden tespit edilebili. MS temelli analizler viicut
stvilarinin ayirt edilmesinde yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik
sundugu i¢in olduk¢a degerlidir. Ancak laboratuvar
maliyetleri ve cihaz ihtiyact nedeniyle daha ¢ok aragtirma

odakli ¢alismalarda tercih edilmektedir.

Adli Biyolojide DNA Metilasyonu ve Viicut Sivisi

Kimliklendirmenin Hukuki Boyutu

Adli biyoloji alaninda DNA metilasyonu; biyolojik
orneklerden yas, boy, viicut kiitle indeksi (BMI), doku tiirii,
sigara kullanim diizeyi ve ¢evresel maruziyet gibi detayl
biyolojik parametrelerin belirlenmesine olanak taniyarak
genetik analizlerin 6tesinde bir veri derinligi saglamaktadir
(53). Bu baglamda, DNAm analizlerinde genellikle
bisiilfit donlisiimiine dayali yontemler temel alinmakta;
ardindan gelen dizi analizleri ya da PZR tabanli metotlarla
metilasyon profilleri nicel ve bdlgeye 0zgli bicimde
degerlendirilerek yorumlanmaktadir. Adli uygulamalarda
DNAm analizleri; yas tahmini, monozigotik ikizlerin ayirt
edilmesi, viicut stvilarinin kimliklendirilmesi, atasal soy
ve parental orijin belirleme gibi birgok 6zel alanda 6nemli

katkilar sunmaktadir (15,21).

2014 yilina ait bir dava dosyasinda, failin tespitinde
viicut sivist  kimliklendirmesinin belirleyici rolii agik
bir bi¢cimde gorilmiistir (54). Kurban, aracinda ¢ok
sayida atesli silah yarastyla 6lii bulunmus, olay yerindeki
bulgular siiphelinin olayla temas ettigini gostermistir.
Stiphelinin ceketinde yapilan ilk analizlerde barut kalintist
ve kan izleri tespit edilmis, bu kan &rneklerinden elde
edilen DNA profili kurbanla eslesmistir. Ancak savunma,
kan miktarinin azligi nedeniyle dogrudan temasin
gerceklesmedigini, lekenin transfer yoluyla bulastigini 6ne
stirmiistiir. Bunun iizerine gergeklestirilen RNA tiplemesi,
yalnizca kanm varligini degil, ayn1 zamanda deri hiicresi
ve beyin dokusu varligint da ortaya koymustur. Bu doku
tiplemesi, kurbanin DNA profiliyle tam uyum goéstermis
ve failin dogrudan temasla olaya karistigini giiclii bigimde
kanitlamigtir. Beyin dokusunun belirlenmesi, savunmanin
ikincil transfer iddiasini g¢iiriitmiis; boylece mahkeme,
biyolojik delillerin nitel analizine dayali olarak failin
suclu olduguna hitkmetmistir. Bu vaka, molekiiler diizeyde
viicut sivist ve doku tanimlamasinin, olaymn baglamini
ve fail-magdur etkilesimini ortaya koyma giiciiyle adli
yargilamalarda ne denli kritik bir rol oynadigini somut

bicimde gdstermektedir.

DNA metilasyon analizleri, adli biyolojide viicut
stvist ve doku tiiriiniin belirlenmesine katki saglayan
ileri molekiiler yontemler arasinda yer almakla birlikte,
ceza muhakemesi hukuku agisindan dogrudan bireysel
kimliklendirme saglayan delillerden farkli bir konumda
degerlendirilmektedir. Bu analizler, bireyin genetik
kimligini ortaya koymaktan ziyade olayla iliskili biyolojik
materyalin niteligini belirlemeye yonelik oldugundan, ceza
yargilamasinda destekleyici ve tamamlayici bilimsel delil

niteligi tagimaktadir.

Ceza muhakemesi hukukunda bilimsel bir yontemin

delil olarak kabul edilebilmesi; yontemin hukuka

uygun sekilde elde edilmesi, analitik giivenilirliginin ve

tekrarlanabilirliginin saglanmasi, ayrica denetlenebilir
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olmasi kosullarina baglidir. Bu baglamda DNA metilasyon
analizleri, Tirk Ceza Muhakemesi Kanunu kapsaminda
bilirkisi incelemesi (CMK m. 63) ¢ercevesinde
degerlendirilmekte olup, elde edilen bulgularm diger adli

delillerle birlikte yorumlanmas1 gerekmektedir.

DNA metilasyon temelli analizlerin mahkemelerde

kullanilabilirligini temel  unsurlardan

biri

belirleyen
standardizasyon gerekliligidir. Kullanilan CpG
bolgelerinin dokuya 6zgiilliigi, diisiik miktar ve bozulmus
DNA o6rneklerinde yontemin duyarliligi, hata oranlarmin
belirlenmis olmast ve analiz protokollerinin agikga
tanimlanmas1 analitik gegerlilik acisindan kritik 6neme
sahiptir. Ayrica yontemin ayni1 ve farkli laboratuvarlarda
benzer sonuglar liretmesi, yani tekrarlanabilir ve yeniden
adli kabul edilebilirlik agisindan

zorunludur. Bu kapsamda ISO/IEC 17025 gibi kalite

iretilebilir olmasi,

standartlarmma uyum ve laboratuvarlar arasi validasyon

calismalari biiyiik 6nem tagimaktadir.

Uluslararas1  hukuk  ve  karsilastirmali  hukuk
perspektifinden bakildiginda, genetik ve epigenetik veriler
0zel hayatin gizliligi kapsaminda degerlendirilmektedir.
Avrupa Insan Haklart Mahkemesi igtihadi ve Avrupa
Konseyi diizenlemeleri, bu tiir verilerin yalnizca belirli,
mesru ve orantilt amaglarla kullanilmasint 6ngérmektedir.
Tiirkiye’de ise DNA metilasyon analizlerine 6zgii agik
bir mevzuat bulunmamakla birlikte, bu veriler kigisel
ve genetik veri niteligi tasidigindan, Kisisel Verilerin
Korunmasi Kanunu ve ilgili ikincil mevzuat gergevesinde

korunmaktadir.

Bilimsel delillerin mahkemelerde degerlendirilmesinde
kullanilan kriterler agisindan, DNA metilasyon analizleri
ozellikle Daubert ve Frye standartlar1 baglaminda
tartisilmaktadir. Frye standardi, yontemin ilgili bilim
camiasinda genel kabul gormesini esas alirken; Daubert
standardi yontemin test edilebilirligi, hata orani, hakemli

yayinlarda yer almast ve standartlarinin bulunmas: gibi

daha kapsamli kriterler getirmektedir. DNA metilasyon
analizleri test edilebilir ve bilimsel literatiirde genis
bigimde tartisilmis olmakla birlikte, heniiz evrensel olarak
kabul edilmis standart panellerin bulunmamasi nedeniyle,
bu yontemlerin mahkemelerde tek bagina hilkme esas
alimmasindan ziyade, adli

diger bulgularla birlikte

degerlendirilmesi daha uygun goriilmektedir.

Bu c¢ercevede DNA metilasyon analizleri, mevcut
bilimsel ve hukuki kosullar altinda, ceza muhakemesinde
kesin  delil niteligi tasimaktan ziyade, olayin
aydinlatilmasina katki saglayan yardimer ve tamamlayict

bilimsel kanitlar olarak degerlendirilmelidir.
Tiirkiye’de Yargitay Perspektifi

Tiirk yargi pratiginde bilimsel ve teknik nitelik tasiyan
adli incelemeler, ceza muhakemesinde bilirkisi delili
kapsaminda degerlendirilmekte olup, Yargitay’in yerlesik
ictihadinda bilirkisi raporlarinin tek basina hiikkme esas
almamayacagi, diger delillerle birlikte degerlendirilmesi
gerektigi vurgulanmaktadir. Bu yaklasim, o6zellikle yeni
veya gelismekte olan bilimsel yontemler agisindan daha da

belirgin hale gelmektedir.

DNA analizleri bakimindan Yargitay, klasik STR

temelli DNA profillemesini  yiiksek  giivenilirlige
sahip bir yontem olarak kabul etmekle birlikte, yeni
molekiiler tekniklerin uygulanmasinda yontemin bilimsel
gegerliligi, standardizasyon diizeyi ve bilirkisi raporunun
denetlenebilirligi iizerinde durmaktadir. Bu ¢ergevede
DNA metilasyon analizleri, bireysel kimliklendirme
saglamaktan ziyade viicut sivisi veya doku tiiriiniin
belirlenmesine yonelik oldugundan, Yargitay ictihadi
dogrultusunda yardimer ve destekleyici delil niteliginde

degerlendirilmelidir.

Yargitay kararlarinda siklikla vurgulanan bir diger
husus, bilirkisi raporlarmnin agik, gerekgeli ve bilimsel

temellere dayali olmasi gerekliligidir. DNA metilasyon
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analizlerine dayali raporlarin da kullanilan yontemi, analiz
siirecini, siirliliklart ve hata olasiliklarini agik¢a ortaya
koymasi, adil yargilanma hakkinin bir geregi olarak kabul

edilmektedir.
Avrupa Insan Haklart Mahkemesi (AIHM) Perspektifi

Avrupa Insan Haklar Mahkemesi, genetik ve biyometrik
verilerin kullanimi konusunda verdigi kararlarda, bu
tiir verilerin 6zel hayatin korunmasi hakki (ATHS m. 8)
kapsaminda degerlendirilmesi gerektigini agikga ortaya
koymustur. ATHM igtihadina gére, genetik veya genetik
benzeri biyolojik verilerin toplanmasi, saklanmasi ve
kullanilmast ancak kanunla 6ngoriilmiis, mesru bir amaca
dayanan ve orantili miidahaleler kapsamimda miimkiin

olabilir.

Bu yaklasim, epigenetik veriler agisindan da gegerlidir.
DNA metilasyon verileri, bireyin genetik kimligini
dogrudan ortaya koymasa bile, biyolojik o6zellikler
hakkinda bilgi i¢ermesi nedeniyle hassas kisisel veri
niteligi tasimaktadir. ATHM, bilimsel delillerin ceza
yargilamasinda kullanilmasinda, yontemin giivenilirligi
kadar, bireyin temel hak ve 6zgiirliiklerine miidahalenin

ol¢iiliiliigiinii de degerlendirmektedir.

AIHM igtihad1 ayrica, mahkemelerin bilimsel delilleri
elestirel bir degerlendirmeye tabi tutmasi gerektigini
vurgular. Bu baglamda, yeni veya gelismekte olan bilimsel
yontemlerin, mutlak dogrular olarak degil; sinirliliklariyla
birlikte, diger delillerle desteklenerek degerlendirilmesi

gerektigi kabul edilmektedir.

DNA Metilasyon Veritabanlari ve Adli Uygulamalardaki

Yeri

DNA metilasyon analizlerinden elde edilen verilerin

giivenilirligi, kullanilan yo6ntemin duyarlihigr kadar
referans alinan biyolojik verilerin niteligine de baglidir. Bu
nedenle, 6zellikle farkli viicut sivilarina 6zgli metilasyon

desenlerinin dogru bigimde tanimlanabilmesi i¢in kapsamli,

giincel ve giivenilir DNA metilasyon veritabanlarindan

yararlanmak biiyiik 6nem tagimaktadir.

Adli biyoloji uygulamalarinda en sik basvurulan
veritabanlarindan biri UCSC (University of California
Santa Cruz) Genome Browser ile entegre c¢alisan
MethBase veritabanidir. Bu platform, insan genomundaki
CpG bolgelerine ait detayli metilasyon profilleri sunar
(55). Viicut sivilarina 6zgii belirteglerin analizinde sikga
kullanilan MethBase, farkli dokular arasinda goriilen

epigenetik farkliliklarin kargilagtirilmasimi da miimkiin

kilmaktadir.

Onemli referans kaynaklardan biri de ENCODE
(Encyclopedia of DNA-Elements) Projesi’dir. ENCODE,
insan genomunun islevsel eclementleri tanimlamay1
amagclayan kapsamli bir proje olmakla birlikte, cok sayida
hiicre ve doku tipine ait DNA metilasyon verilerini de
icermektedir (56). Bu yoniiyle, kan, meni, tikirik ve
vajinal sekresyon gibi biyolojik sivilarin metilasyon
profillerini karsilastirmali olarak degerlendirme agisindan

onemli bir kaynak sunmaktadir.

NGSmethDB, hem hedefe yonelik hem de tim genom
bisiilfit dizileme verilerini igeren kapsamli bir DNA
metilasyon veritabanidir (57). Genis oOrnek yelpazesi
sayesinde, CpG boélgelerindeki metilasyon diizeylerinin
farkli bireyler ve doku tiirleri arasinda karsilagtirilmasina
olanak tanir. Icerdigi bisiilfit dizileme verileri ile, gesitli
viicut sivilarina 6zgii epigenetik belirteclerin analizine
katki saglamakta ve biyolojik sivilarin kaynaginin dogru

sekilde tanimlanmasina destek olmaktadir.

Bu veritabanlarina ek olarak; Ensembl, Human
Epigenome Project (HEP), Blueprint Epigenome, NIH
Roadmap Epigenomics Consortium, MethPipe ve MethHC
gibi pek ¢ok kapsamli DNA metilasyon veritabani
bulunmaktadir (58). Adli bilimlerde hem deneysel tasarim
hem de

asamasinda sonuglarin  biyolojik baglamda

degerlendirilmesinde bu tiir veritabanlart vazgegilmez
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araglardir. Bu kaynaklardan elde edilen bilgiler, adli
orneklerde kullanilan belirteglerin klinik ve biyolojik
giivenilirligini artirarak viicut stvilarinin dogru ve giivenilir

bir sekilde kimliklendirilmesini miimkiin kilmaktadir.

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, olay yerinden elde edilen biyolojik
stvilarin - tanimlanmasinda klasik yontemlerden DNA
metilasyon analizlerine kadar uzanan genis bir perspektifle

viicut sivilarinin analizleri degerlendirildi.

Kimyasal ve enzimatik analizlere dayali geleneksel
biyolojik yontemler kolay erisilebilir ve hizli olsalar da bu
tekniklerin bozunmus materyallerde ve karigim 6rneklerde
yetersiz kaldig1, yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonuglar
verme potansiyelinin oldugu literatiirde kabul gérmiistiir.
Bu durum arastirmacilart daha hassas, 6zgiil ve molekiiler
diizeyde ¢6ziim sunan yontemler gelistirmeye tesvik
etmisti. Bu baglamda DNA metilasyonu, hem dokuya
Ozgii epigenetik isaretlerin varligt hem de bozunmaya
karsi yiiksek stabilitesi sayesinde viicut sivilarinin
kimliklendirilmesinde potansiyel bir ara¢ olarak One
¢tkmistir. Calismada ele alinan giincel DNAm belirtegleri,
her sivi igin farkli CpG bdlgelerine ait 6zgiil metilasyon
profilleri sayesinde yiiksek dogruluk oraniyla basarili
veriler sunmustur. Gelistirilen yontemler dogrultusunda
hem biyolojik sivinin kaynagi hem de sivinin ait oldugu
bireyin kimliklendirilmesi tek bir analiz ile miimkiin hale
gelmistir. Bununla birlikte, bir bagka epigenetik analiz
metodu olan RNA tabanli yaklagimlar da 6zellikle hiicre
tipine 0Ozgili transkriptlerin tespitiyle viicut sivilarinin
kimliklendirilmesinde umut verici sonuglar sunmaktadir.
Ancak, RNA molekiiliiniin diisiik stabilitesi, adli olay
yerlerindeki eski ya da cevresel etkilere maruz kalmis
orneklerde basari oranini diisirmektedir. DNA metilasyonu
ise daha yiiksek stabiliteye sahip oldugundan, adli
uygulamalarda RNA’ya gore daha pratik ve giivenilir bir

¢ozlim sunmaktadir. DNA ve RNA verilerinin entegrasyonu;

stvi kaynaginin, olay zamaninin, olayda bulunan kisilerin
kimliginin belirlenmesi gibi konularda cift yonlii bilgi
saglayabilecegi icin gelecekte hibrit yaklagimlarin énem

kazanacag1 6ngoriilmektedir.

DNAm profili analizi, son yillarda olay yerinden elde
edilen biyolojik materyallerin incelenmesinde umut verici
sonuglar ortaya koysa da bu yontemin kigisel mahremiyet
iizerindeki etik ve hukuksal yonleri yogun bir tartigma
konusu olmaya devam etmektedir. Giiglii bir tanimlama
aract olarak DNAm analizinin kullanilmasi, bireylerin
genetik ve epigenetik bilgilerine dair hassas verilerin agiga
¢tkmasina yol acabileceginden, bu durum hem bilimsel
hem de toplumsal boyutta kisisel verilerin korunmasi ve
0zel hayatin gizliligi agisindan 6nemli sorular1 giindeme
getirmektedir. Dolayisiyla, DNAm profili analizinin adli
uygulamalarda kullanimi, mahremiyet haklartyla bilimsel
ilerlemeyi dengelemeyi gerektiren hassas bir alan olarak
degerlendirilmektedir. Gelecekte mahkeme salonlarinda
DNAm analizinin davalarin ¢dzliimiine katki saglayabilmesi
icin, bu alanda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak, DNAm belirtegleri; viicut sivilarinin
kimliklendirilmesinde gosterdigi yiiksek dogruluk orani,
cevresel faktorlere karsi dayanikliligi ve molekiiler
diizeydeki 6zgiilliigli sayesinde klasik yontemlerin Gtesine
gecerek adli biyolojide yeni bir donemin kapilarini
aralamaktadir. Giincel arastirmalarla desteklenen bu
yontemlerin, gelecekte daha biiyiik veri setleri, yapay
zeka destekli analiz platformlari ve standardize edilmis
panellerle birlikte adli sahada yaygin olarak kullanilacagi
ongoriilmektedir. Bu gelismeler dogrultusunda, DNA
metilasyonunun yalnizca bilimsel arastirmalarda degil,
hukuki siireclerde de daha belirgin ve etkin bir rol

istlenmesi kaginilmaz gériinmektedir.




Adli Tip Dergisi

Viicut Sivilarinin Kimliklendirilmesinde Giincel DNA Metilasyon Y dntemleri

Bildirimler
Cikar catismasi

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi

bildirmemislerdir.
Finansal destek

Yazarlar, bu ¢alisma icin herhangi bir finansal destek

almadiklarini bildirmislerdir.
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