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FHL2 Bolgesinin Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi
(DUMAN, Ali Zikir, Yiiksek Lisans, Istanbul, 2024)
Biyolojik Yas Tayininde Kullanilmak Uzere FHL2 Bélgesinin Metilasyonunun Yas ile

Baglantisinin Belirlenmesi

OZET
DNA metilasyonu, gen ifadesini diizenleyen ve yasa bagli olarak baz1 CpG bolgelerinde
degisiklikler gosteren kalitsal bir mekanizmadir. Bu nedenle, yasa bagli CpG metilasyon
profilleri, adli bilimlerde kimligi belirsiz kisilerin yas tahmini i¢in giivenilir

biyomarkerlar olarak kullanilabilmektedir [46].

Bu tez calismasinda Adli Bilimlerde biyolojik yas tahmini amaciyla FHL2 gen

bdlgesindeki DNA metilasyon seviyelerinin biyolojik yas ile olan iliskisi incelenmistir.

Bu analiz i¢in 4 ayr1 yas grubu igin (12-17, 18-29, 30-49, 50-70) Marmara bdlgesi
popiilasyonundan goniillii 50 kisiden tiikiiriik lekesi 6rnekleri alinmustir. Bisiilfit yontemi
uygulanan 6rneklere SNaPshot yéntemi kullanilarak PCR yapilmistir. PCR asamasi
tamamlanan Ornekler Kapiller elektroforez 3500 cihazi ile yiiriitiilmiis ve elde edilen

sonuglarm analizi yapilmistir.

Tez ¢alismasinda tlkirik érneklerinden elde edilen verilerle belirlenen yas araligindaki
kisilerden almnan tiikiiriik 6rnekleri lizerinde yapilan analizler sonucunda, FHL2 gen
bolgesindeki CpG bolgelerinin metilasyon seviyelerinin biyolojik yas ile anlamli bir
korelasyon gosterdigi bulunmustur. Yas ilerledik¢e bu bolgelerdeki DNA metilasyon
seviyelerinde belirgin degisiklikler gézlemlenmistir. Bu bulgular, FHL2 gen bdlgesindeki
metilasyon profillerinin adli sorusturmalarda kullanilabilecek yas tahmini modeli igin

potansiyel bir biyomarkir olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Adli Bilimler, Adli Genetik, DNA Metilasyonu, Biyolojik Yas

Tayini, FHL2
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FHL2 Bolgesinin Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi

(DUMAN, Ali Zikir, Master, Istanbul, 2024)

Determination Of The Age Correlation Of The FHL2 Methylation Site For Use In

Biological Age Estimation

ABSTRACT

DNA methylation, a heritable mechanism regulating gene expression, exhibits changes
in certain CpG regions with age. Therefore, age-related CpG methylation profiles can
serve as reliable biomarkers for estimating the age of unidentified individuals in forensic

sciences [46].

In this thesis, the relationship between DNA methylation levels in the FHL2 gene region
and biological age was examined for the purpose of biological age estimation in forensic

sciences.

Saliva stain samples were collected from 50 volunteers from the Marmara region
population, divided into 4 different age groups (12-17, 18-29, 30-49, 50-70). The bisulfite
method was applied to the samples, and PCR was performed using the SNaPshot method.
After the PCR stage was completed, the samples were analyzed using a Capillary

electrophoresis 3500 device, and the obtained results were examined.

As a result of the analysis conducted on saliva samples collected from individuals in the
specified age range, it was found that methylation levels in the CpG regions of the FHL2
gene showed a significant correlation with biological age. Significant changes in DNA
methylation levels in these regions were observed as age increased. These findings
suggest that the methylation profiles in the FHL2 gene region could be used as potential

biomarkers for an age estimation model in forensic investigations.

Keywords: Forensic Sciences, Forensic Genetics, DNA Methylation, Biological Age

Determinaton, FHL2



FHL2 Bolgesinin Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi

1. GIRIS VE AMAC

Adli Bilimler, olay yerlerinden elde edilen deliller ile sug, fail, magdur iicgeni arasindaki
baglantiy1 olusturan multidisipliner bir alandir. Sugun aydinlatilmasi, giiven ortaminin
saglanmas1 ve adaletin tecellisi i¢in delillerin hizli ve dogru incelenmesi, yorumlanmasi
ve raporlanmasi gereklidir. Teknoloji ve insanligin gelisimi ile sug tipleri de degismis,

buna paralel olarak Adli Bilimler alan1 da gelismistir [1, 2].

Yirminci ylizyilin sonlarina dogru molekiiler genetik alanindaki gelismeler, Adli Bilimler
ve Adli Genetik alanma biiyiik etkiler yapmistir. Ozellikle DNA'"in agiklanmasi ve
bilimsel ¢alismalara kazandirilmasi, polimorfik 6zelliklerin dogrudan DNA diizeyinde
incelenmesini saglamis ve Adli Genetik alaninda DNA'nin kullanilmasinin 6niinii
acmistir. Bu sayede DNA bulgulari, diinya genelinde adli sorusturmalarda vazgegilmez
bir ara¢ haline gelmistir. Olay yerlerinden elde edilen kan, tiikiiriik, seminal siv1, vajinal
s1vi, idrar, ter, menstriiel kan ve "Touch DNA" olarak adlandirilan epitel viicut hiicreleri
gibi biyolojik bulgular sayesinde kisilerin kimliklendirilmesi miimkiin olmustur. DNA
izolasyonu ve amplifikasyonu alanindaki gelismeler, ¢ok kiiglik miktardaki biyolojik

orneklerden tam veya parcali profil elde edilmesine olanak saglamistir [3, 4, 5].

Son yillarda Adli Genetigin en dikkat c¢eken gelismelerinden biri, ‘Epigenetik’
incelemelerdir. Epigenetik, gen ifadesini degistiren ancak DNA diziliminde degisiklik
yapmayan kalitsal degisiklikleri inceler. Cevresel faktorler, yasam tarzi ve beslenme gibi
dis etkenler bu degisiklikleri etkileyebilir. Epigenetik mekanizmalar arasmda DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA molekiillerinin etkileri bulunur. DNA
metilasyonu temelli analizler, biyolojik doku ve sivilarin kaynagmi belirleme, yas ve
cinsiyet tahmini yapma ve monozigotik ikizleri ayirt etme gibi durumlarda kullanilir [6,

71.
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Son yillarda, Adli Genetik ve epigenetik alaninda yapilan calismalar arasinda DNA
metilasyonu temelli yas tahmini 6ne ¢ikmaktadir. Siiphelilerin yaglarinin belirlenmesi,
sorusturmay1 yiriiten kolluk kuvvetlerine siipheli havuzunu daraltma ve failin alacagi
ceza hakkinda bilgi saglayabilir. Olay yerlerinde siklikla karsilasilan biyolojik drnekler
kan, tiikiiriik, seminal sivi, vajinal sekresyon ve idrardir. Ozellikle cinsel saldiri
vakalarinda, tiikiiriik lekeleri magdurun viicudunda veya kiyafetlerinde ve saldirinin
gerceklestiginden siiphelenilen esyalarda bulunabilir. Bu tiir durumlarda, saldirganin

yasinin tahmini, siipheli havuzunda hedefi bulmada yardimci olacaktir [7, 8].

DNA metilasyon analizlerinin adli vakalarda STR analizlerini destekleyici olarak
kullanilmas1 6nerilmektedir. Bu analizler, STR bolgeleriyle profil ¢ikarmaya uygun
olmayan veya siipheli havuzunu daraltmak amaciyla, sliphelinin fenotipik 6zellikleri
hakkinda bilgi saglar. Yasla baglantili CpG bélgelerindeki DNA metilasyon isaretleri,
kimligi belirsiz kisilerin yaslarini1 tahmin etmek i¢in en glivenilir biyomarkirlardir. CpG
adalari, %60-90 oraninda fosfat baglarmin metil (CH3-) ile degistigi bolgeler olarak
tanimlanir. Arastirmalar, CpG diniikleotid yapismnin yasla birlikte diizenli olarak
degistigini ve metilasyon seviyelerinin yagla sistematik bir artis veya azalma gosterdigini

kanitlamustir [2, 7].

Yapilan bu ¢alismadaki amag; gecmiste yapilan ¢alismalarin incelenmesi sonucunda
DNA metilasyonu ile baglantisi oldugu diisiiniilen FHL2 gen bdlgesinin, olay yerlerinde
sikca karsilasilabilen tiikiiriik lekesi Orneklerinde metilasyon seviyeleri arastirilarak
FHL2 gen bolgesinin DNA metilasyonu ile biyolojik yas tayini arasinda anlamli bir
baglant1 olup olmadig: arastirilacaktir. Hedef gruptan alman tiikiiriik lekesi 6rneklerinin
hipometilasyon ve hipermetilasyon seviyeleri incelenerek FHL2 gen bdlgesinin
metilasyon sonuglarmmin yas ile baglantis1 olup olmadigmin tespiti yapilmaya

cahgilacaktir [9, 10].
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2. GENEL BILGILER

2.1. Adli Bilimler

Adli Bilimler; su¢ unsurunu olusturan sinirlarin asilmasinin ardindan, sugu olusturan
unsurun tespiti, olay yeri, olaym faili, olaym magduru, fail ve magdur arasindaki
baglantiy1 biyolojik, kimyasal, fiziki, hukuki ya da dijital gibi bir¢ok farkli bulgu
cesitleriyle inceleyip karsilastirmalarimi  yaparak adaletin tecelli etmesi icin
cabalamaktadir. Sugun tespiti gercek suc¢lunun bulunmasi, haksiz mahkiimiyetlerin
olmamasi, halkin su¢ konusunda bilin¢lendirilmesi, su¢ oranlarmin azaltilmasi adli
bilimleri yakindan ilgilendiren konularin basinda gelmektedir. Su¢ her zaman diliminde
ve her toplumda var olmustur. Sucun bu siirekliligi ile Adli Bilimler’in varlig1 da paralel
sekilde ilerlemistir. 19. yiizyilin baslarinda gergeklesen kriminalistik alanidaki
gelismeler kimlik tespitlerinin ve olay yeri incelemenin altyapisini olusturmustur. 20.
yiizyllda Edmond Locard isimli bilim insaninin ‘Her temas bir iz birakir.” tezi, Adli
Bilimler alaninin yeni bir milat kazanmasina sebep olmustur. Teknolojinin gelismesiyle
birlikte su¢ unsurlar1 da degismis olup bu degisim dogrudan Adli Bilimler alaninin da

degismesini ve gelismesini saglamustir [11, 12, 13, 14].

Adli Genetik, Adli Fizik, Adli Kimya, Adli Toksikoloji, Adli T1p, Adli Bilisim gibi birgok
alt dalh kapsayan Adli Bilimler; bir sugun tespiti, ¢cdziimii ve haksiz mahkumiyetlerin
olmasini engellemek icin bir¢cok bilim dalini kullanan multidisipliner bir bilim olma
ozelligine sahiptir. Multidisipliner olan bu bilimin farkli ¢galiyma alanlar1 bulunmaktadir.
Bu ¢aligma alanlarinda inceledikleri bulgular da farklilik gdstermektedir. Iz bulgulari,
fiziksel bulgular, toksikolojik bulgular, kimyasal bulgular, biyolojik bulgular, dijital
bulgular, kisisel beyanlar gibi bir¢ok bulgu su¢ diigiimiiniin ¢6ziilmesi ve adaletin tecellisi

icin kullanilmaktadir [11, 13].
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2.1.1. Adli Genetik ve DNA

Adli Genetik, olay yerlerinde bulunan biyolojik materyallerin incelenmesiyle kimlik
tespiti ve suclularin belirlenmesi siirecinde biiyiik rol oynamaktadir. DNA profilleme,
STR analizleri, SNP analizleri Adli Genetik’te en yaygin kullanilan yontemlerdendir.
STR analizleri, insan genomunda tekrarlayan DNA dizilerinin tekrar sayilarini
karsilagtirarak bireyler arasindaki farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Bu yontem ile sug
mahallindeki kan, tiikiiriik, sperm, idrar ve diger biyolojik Orneklerden elde edilen
DNA'nin, siiphelilerin DNA Ornekleriyle karsilastirilmasma olanak tanimaktadir. STR
analizleri, uluslararas1 bir gecerlilie sahip oldugu i¢in tiim diinyadaki kriminal
laboratuvarlarda standart hale getirilmistir. Bununla birlikte FBI, CODIS (Combined
DNA Index System) DNA veri tabani olusturarak 13 STR (CSF1PO, FGA, THO1, TPOX,
VWA, D35S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51 ve D21S11)
bolgesinin tiim uluslarca kimliklendirilmede kullanilmasi adina oncii olmustur. Adli
Genetik, sadece suglularin belirlenmesinde degil, ayn1 zamanda kimligi belirsiz cesetlerin
tanimlanmasinda ve akrabalik iligskilerinin 6zellikle de babalik davalarinin

dogrulanmasmda da 6nemli bir rol oynamaktadir [15, 16].

DNA, biyolojik materyallerin analiz edilmesinde ve olay yerlerinden elde edilen
bulgularin incelenmesindeki gorevi sayesinde, Adli Bilimler alaninda biiyiik bir 6neme
sahiptir. DNA'nin benzersiz olusu ve bireyler arasindaki genetik farkliliklari net bir
sekilde ortaya koyabilmesi, DNA’y1 sucun ve suclularm tespit edilmesinde, magdurlarin
kimliklerinin belirlenmesinde ve akrabalik iligkilerinin dogrulanmasinda kullanilan en

onemli yontemlerden biri yapmustir [15, 16].
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DNA analizlerinin kullanildigi  bir diger uygulama da haksiz mahkimiyet
uygulamalaridir. DNA sisteminin heniiz var olmadig1 zamanlarda haksiz yere mahkiim
edilen kisilerin davalar1 DNA analizlerinin varlig ile tekrar masaya yatirilmistir. Boylece
yillardir adalet arayan magdurlarin ve yakinlarinin 6zgiirliikk haklarmimn geri verilmesine
yardimc1 olmustur. Ayrica DNA analizleri; deprem, sel, ucak kazasi gibi kitlesel
felaketlerde ve savag bolgelerinde kimligi belirsiz cesetlerin kimliklerinin tespitinde de
kullanilmaktadir. Bu tip kitlesel felaketlerde DNA analizleri magdurlarin kimliklerinin
belirlenmesi ve magdurlarin naaglarinin ailelerine teslim edilmesi siirecinde de 6nemli bir

rol oynamaktadir [17, 18, 19].

Gelisen teknolojiyle birlikte, epigenetik isaretlerin, 6zellikle DNA metilasyonunun
kullanim1 Adli Bilimlerde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. DNA metilasyonu,
belirli yasla iliskili CpG bolgelerindeki degisiklikleri inceleyerek kimligi belirsiz kisilerin

veya su¢ mahallindeki biyolojik 6rneklerin yasini tahmin etme potansiyeline sahiptir. Bu
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durum, 6zellikle kimlik tespitinin zor oldugu vakalarda adli sorusturmalarin daha kesin
ve kapsamli yapilmasina olanak tanimaktadir. Ayrica, DNA metilasyon profilleme,
monozigotik ikizler arasinda bile farkliliklar gosterebildiginden, geleneksel STR
analizlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda 6nemli bir ara¢ olarak degerlendirilebilir. Bu
yontemler, suglarin aydinlatilmasinda ve dogru Kkisilerin tespit edilmesinde Adli

Bilimcilere 6nemli avantajlar sunmaktadir [7, 20, 21].

2.1.2. Adli Genetigin Tarihgesi

Adli Genetik ¢alismalari, bilim ve teknolojinin ilerlemesiyle giiniimiize kadar 6nemli bir
gelisim ve degisim gostermistir. Genetik ¢alismalarin tarihgesi, genetik biliminin ve Adli

Tip i birbirine paralel olarak yasanan 6nemli doniim noktalarma dayanmaktadir [14].

Adli Genetik ¢alismalarinin baslangici, 1985 yilinda Ingiliz bir genetik¢i olan Alec
Jeffreys'in DNA parmak izi yontemini gelistirmesiyle baglamistir. Jeffreys, belirli DNA
dizilerinin her bireyde benzersiz oldugunu kesfetmis ve bu bilgiyi, kimlik tespitinde
kullanabilecek bir teknik haline getirmistir. Jeffreys’in bu kesfi, ilk olarak 1986 yilindaki
bir cinayet davasinda kullanilmis ve su¢lunun tespit edilmesinde kritik bir rol oynamaistir.

Yasanan bu kesif sonras1 Adli Genetigin temeli atilmistir [14, 22].

Jeffreys’in bu kesfinden sonra, DNA analizleri Adli T1p ve kriminalistik alanlarinda hizla
kabul gérmiis ve yaygimlagmistir. 90’1 yillarin baglarinda ise, ABD Federal Sorusturma
Biirosu (FBI), Combined DNA Index System (CODIS) adi verilen ulusal bir DNA veri
tabanini gelistirmistir. FBI’in gelistirdigi bu sistem, sug¢lularin ve kayip kisilerin DNA
profillerinin saklandig1 ve karsilastirilabildigi bir veri tabanidir ve ABD’deki birgok adli

sorusturmada onemli bir arag olarak kullanilmaktadir [23, 24].



FHL2 Bolgesinin Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi

2000 yillarda, DNA analiz teknolojilerinin gelismesiyle birlikte, Adli Tip ve
kriminalistik alanlarinda STR ve mitokondriyal DNA analizleri gibi daha hassas ve
spesifik yontemler kullanilmaya baslanmistir. Gelistirilen bu yontemler, 6zellikle de eski
ve bozulmaya yiiz tutmus biyolojik 6rneklerden DNA elde edilmesinde biiyiik avantajlar

saglamaktadir [20, 24].

Son yillarda gerceklesen, epigenetik isaretlerin gelisimi, 6zellikle DNA metilasyonunun
kullanimi, Adli Genetik ¢alismalarinda yeni bir boyut kazandirmistir. DNA metilasyonu,
bireylerin yasini ve hatta bazi ¢evresel faktorlere maruz kalma durumlarini belirlemek
icin kullanilabilmektedir. Bu durum, adli sorusturmalarda kimlik tespiti ve olay
yerlerindeki biyolojik bulgularin analizinde yeni yontemlerin kullanilmasina olanak

sunmaktadir [20].

Giintimiizde teknolojinin yliksek seviyelerde kullanimiyla birlikte kullanim1 yayginlasan
gelismis genetik analiz teknikleri ve yapay zeka (Al) uygulamalari, Adli Genetik alaninda
daha hizli ve daha dogru sonuglarin elde edilmesine olanak sagladi. Bu teknolojiler, sug
mahallindeki biyolojik 6rneklerin analizinde yeni olanaklar sundu ve adli

sorusturmalarda daha kapsamli bilgiler elde edilmesine yardimci olmustur [25].

Adli Bilimler alanindaki bu gelismeler, Adli Genetik ¢alismalarinin tarih¢esinde dnemli
doniim noktalar1 olarak kabul edilmektedir ve bu alandaki arastirmalarin siirekli olarak
ilerlemesi, Adli Bilimler ve adalet sistemlerinde daha dogru ve giivenilir sonuglarin elde

edilmesini saglamaktadir [20].
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2.2. Olay Yerlerindeki Biyolojik Ornekler

Olay yerlerinde en sik karsilasilan bulgular biyolojik bulgulardir. Bunun temel sebebi
biyolojik orneklerin bulas seviyesinin fazla olmasidir. Suglular ya da magdurlar, olay
yerindeki herhangi bir temasindan sonra bile ter ya da epitel hiicrelerini dokundugu
zemine birakarak olay yerine biyolojik sivilarin yani genetik materyallerinin gegmesini
saglamis olur. Icilen bir bardak agzinda, tutulan kap1 kollarinda, oturulan koltukta, hatta
ilerleyen teknolojiyle birlikte kisilerin girdigi odadaki havada bile kisilerin genetik

materyaline ulasilabilmektedir [4, 26].

Adli Bilimlerde su¢ mahallerinden toplanan biyolojik érnekler, sugun aydinlatilmasinda
kritik bir rol oynamaktadir. Bu 6rnekler, genellikle kan, tiikiiriik, semen, idrar, diski, ter,
sag, deri hiicreleri ve diger viicut sivilar1 veya dokular1 igermektedir. Bu gibi biyolojik
ornekler genetik materyal tagidigi i¢in, olay yerinde birakilan izler araciliiyla su¢lunun
kimligini belirlemek, sugun nasil islendigini anlamak ve olaymn kronolojik olarak zaman

cizelgesini olusturmak i¢in kullanilmaktadir [27].

Olay yerlerinde bulunan genetik materyaller, sadece genetik ¢aligmalar i¢in degil diger
alanlardaki caligmalar i¢in de 151k veren bulgulardir. Olay yerinde bulunulan kan ile
sadece genetik testler yapilmaz. Kan 6rnekleri, toksikoloji testleri kullanilarak magdurun
veya failin uyusturucu-uyarict madde ya da alkol kullanip kullanmadigimi tespit etmek
icin de kullanilabilir. Benzer durum tiikiiriik, sag, idrar gibi biyolojik Orneklerde de

gecerli olup failin ya da magdurun yasayis bi¢imi hakkinda da bilgi verebilir [28, 29].

2.2.1 Olay Yerlerinde Bulunan Tukuruk Lekeleri

Adli Bilimlerde olay yerinden toplanan tiikiiriik lekeleri drnekleri, su¢ sorusturmalarinda
en onemli delil kaynaklarindan birisidir. Tiikirik lekeleri, DNA analizi i¢in zengin bir

biyolojik drnek olup, failin kimligini belirlemede kritik bir rol oynamaktadir. Tiikiiriik
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lekesi Ornekleri, sigara izmaritleri, bardaklar, siseler, zarflar, damga pullari, 1sirik izleri
ve diger temas edilen nesneler Uzerinde bulunabilmektedir. Tukurik 6rneklerinin bu
ozelligi ile failin olay yerinde bulunup bulunmadiginin tespit edilmesi ve sucun islenis

bigimi ile ilgili yorumlarin yapilmasi miimkiin olmaktadir [24].

Diger viicut sivilari, 6zellikle semen ve vajinal siv1, cinsel saldir1 vakalarinda 6nemli delil
kaynaklaridir. Tikiiriik lekeleri de semen ve vajinal sivi ile cinsel saldir1 vakalarinda
goriilebilen bulgulardandir. Tiikiiriik lekeleri, cinsel saldir1 davalarinda 1sirik izlerinin
bulundugu bolgeler veya i¢ camasirlar gibi ylzeyler Uizerinde bulunabilir. Bu tir 6érnekler,
DNA profillemesi i¢in kullanilabilir ve su¢lunun kimligini belirlemede dogrudan kanit
saglamaktadir. Ayrica, bu sivilar ¢esitli cinsel yolla bulasan hastaliklarin tespitinde de

kullanilabilir, bu da olaym aydmlatilmasinda ek bilgiler sunabilmektedir [24, 30].

Tikiiriik lekesi ornekleri, biyolojik sivilar arasinda yiiksek miktarda DNA igermesi
sebebiyle, 6zellikle ‘Touch DNA’ olarak adlandirilan orneklerde, yiizeylerdeki izler
iizerinden degerli bir delil kaynagidir. Tikiiriik Ornekleri, sadece failin kimligini
belirlemekle kalmaz, ayni zamanda olaymn nasil gergeklestigine dair ipuglar1 da
sunmaktadir. Ornek olarak, 1sirik izleri (izerinde bulunan tukirik, failin fiziksel
ozellikleri ve dis yapist hakkinda bilgi verir ve olaymn siddetini belirlemede yardimci

olabilmektedir [24, 31, 32].

Gelisen DNA teknolojileri ve analiz yontemlert, tiikiiriik lekelerinin degerlendirilmesinde
bilyiik ilerlemeler saglamustir. Ozellikle, yeni nesil DNA sekanslama ve epigenetik
isaretlerin analizi gibi yontemler, daha hassas ve detayli sonuglar elde edilmesine olanak
tanimaktadir. DNA metilasyonu gibi epigenetik isaretler, tiikiiriik 6rneklerinden elde

edilen DNA'nin yas ve cinsiyet gibi dzelliklerini belirlemekte kullanilabilmektedir [20].
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2.3. Epigenetik

Epigenetik, gen ifadesini DNA diziliminde degisiklik yapmadan diizenleyen kalitsal ve
biyokimyasal degisiklikleri incelemektedir. Gergeklesen bu kalitsal degisiklikler,
hiicrelerin ve organizmalarin genetik bilgilere nasil tepki verdigini ve gevresel faktorlerle
nasil etkilesime girdigini belirler. Genetik degisikliklerin disinda kalan bdolgeyi
kapsamaktadir. DNA iizerinde ger¢eklesen bu degisim siireci, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden sekillenmesi gibi mekanizmalar araciligiyla
gerceklesmektedir. Epigenetik degisimler, hiicre farklilagmasi, gelisim ve ¢evresel
faktorlere yanit verme gibi biyolojik siireclerde 6nemli rol oynamaktadir. Epigenetik
mekanizmalar arasinda 6zellikle DNA metilasyonu, CpG bdlgelerinde meydana gelen
metil grubu eklenmesiyle gen ifadesini dizenlemektedir ve bu durum, genellikle gen

ifadesinin baskilanmasi ile iligkilidir [33, 34, 35].
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Sekil 2. Epigenetik Mekanizmalar [36]
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Genetik, DNA dizilimindeki niikleotid siralarin1 ve bu siralarin protein kodlamasi
iizerindeki etkilerini incelemektedir. Genetik bilgiler, kalitsal olarak ebeveynlerden
yavrulara aktarilmaktadir ve DNA'nin ¢ift sarmal yapisinda depolanmaktadir. Epigenetik
ise, DNA dizilimindeki degisikliklere odaklanmadan, DNA'nin yapisinda ve gen
ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikleri incelemektedir. Bu degisiklikler, genlerin
ne zaman ve nasil ifade edilecegini belirler ve genellikle ¢evresel faktorler tarafindan
tetiklenir. Epigenetik degisiklikler, gen ifadesini diizenleyerek genlerin ne zaman ve ne
kadar ifade edilecegini belirler. Bu degisiklikler, gelisim siireglerinde, hiicre
farklilasmasinda ve hastaliklarin ortaya c¢ikisinda 6nemli rol oynar. Epigenetik
degisiklikler de genetik degisimler gibi kalitsal olabilmektedir, ancak bu degisiklikler
genellikle ¢evresel etkilere yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bir bireyin yasam tarzi ve
cevresel maruziyeti, epigenetik isaretlerin diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir [34,

35, 37].

Epigenetik degisiklikler 6zellikle de DNA metilasyonu, Adli Bilimler alaninda kisilerin
kimlik tespitinde kullanilabilmektedir. Bu profilleme yOontemi, monozigotik ikizler
arasinda bile farkliik gosterebilmektedir ve rutin olarak gergeklestirilen STR
analizlerinin eksik kaldig1 durumlarda 6nemli bir tamamlayici analiz yontemi olarak
kullanilabilmektedir. Epigenetik isaretler ile; kimlik tespiti, cinsiyet, yas gibi fenotipik
ozelliklerin belirlenmesi, biyolojik O6rneklerin analizi, kanser ve hastaliklarm etkisinin

incelenmesi, Adli T1p arastirmalarinin yapilmasi miimkiin olmaktadir [20, 35].

2.3.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, gen ifadesinin yapismi diizenleyen ve DNA ipliklerini
degistirmeden kalitsal biyokimyasal degisimlere yol agan mekanizmalardir. Epigenetik

mekanizmalar, hiicrelerin degismesinde, gelismesinde ve ¢evresel etkilere adaptasyona
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ugramasimnda Onemli rol oynamaktadir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
kromatin yeniden sekillenmesi, RNA tabanli degisimler epigenetik mekanizmalara
ornektir. Dogrudan gen ifadesine etkisi olan bu degisimler kalitsal olarak

aktarilabilmektedir [34, 38, 39].

DNA metilasyonu, genel olarak CpG adalarinda gerceklesmektedir. CpG
diniikleotidlerinin yogun sekilde bulundugu DNA {izerindeki bolgelere "CpG adalar1”
denmektedir. CpG adalari, genellikle genlerin promotér bolgelerinde yani genin
calismasini etkileyen bolgelerde yer almaktadir ve yiiksek derecede guanin ve sitozin
niikleotitlerini igermektedir. CpG adalari, gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. CpG adalarindaki sitozin niikleotitlerinin 5 ug¢larindaki fosfat baglarinin

kopartilip yerine metil (CH3) molekiiliiniin baglanmasiyla ger¢eklesmektedir [34].

Histon modifikasyonlar1; genellikle histon proteinlerinin metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon gibi kimyasal modifikasyon degisimlerinin, kromatin yapisinin
degismesine ve dolayisiyla gen ifadesinin diizenlenmesini saglamaktadir. Histon
proteinlerindeki  modifikasyonlar, genellikle kromatin  yapisin1  zayiflatarak

transkripsiyonun artmasina yardimci olmaktadir [38].

Kromatin yeniden sekillenmesi, ATP harcanarak gergeklestirilen kromatin yeniden
sekillendirme kompleksleri araciligiyla DNA’nin  yapismin degismesidir. Bu
kompleksler, DNA'nin etrafinda sarili olan histon proteinlerinden ayrilmasina veya daha
sik1 bir sekilde baglanmasina sebep olarak gen ifadesini diizenlemektedir. Yasanan bu
gevseme ve sikilagsma transkripsiyonel aktiviteyi etkilemektedir. Bu gibi epigenetik
mekanizmalar, genetik bilgiyi direkt olarak degistirmeksizin hiicrelerin farkli gorevlere
sahip olmasmi saglamakta ve ayrica gelisim, hastalik siirecleri ve gevresel etkiler gibi

birgok biyolojik degisimde 6n plana ¢ikmaktadir [39].
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2.3.1.1. DNA Metilasyonu
Epigenetik mekanizmalar arasindaki DNA metilasyonu, sitozin niikleotidlerine metil
gruplarmin eklenmesi ile gergeklesmektedir. Sitozinlerin 5° ucuna bagli olan fosfat
baglar1 koparak yerine metil grubu bir molekiil gelip sitozin ile arasinda kovalent bir bag
olusturmaktadir. ilk olarak 1948'de Rollin Hotchkiss isimli biyokimyaci tarafindan
kesfedilmistir. 80'li yillara kadar gen aktivasyonu ve hiicre farklilagsmasiyla ilgili oldugu
anlasilamamistir. Ancak giincel calismalar ve arastirmalar 15181nda DN A metilasyonunun
gen ifadesinde 6nemli bir rolii oldugu kabul edilmektedir. DNA metilasyonu, genomik
imprinting, X kromozom inaktivasyonu, DNA yenilenmesi ve hiicre boliinmesi gibi
asamalarda etkili olmaktadir. DNA metilasyonu guanin ve sitozinden olusmus CpG
diniikleotidleri {izerinde gerceklesmektedir. Insan genomunda yaklasik olarak 28 milyon
CpG adast bulunmaktadir ve bu CpG adalarmin ¢ogu metillenmistir. Metillenmis
bolgelerin disinda, genlerin diizenleyici bdlgelerinde yer almakta olan CpG adalar1
metillenmemistir. CpG adalar1 genlerin yaklasik olarak yarisinda DNA’nin promotor
bolgelerinde bulunmaktadir. Promotdr bolgesinde bulunan bu metillenmis CpG adalar1

gen ekspresyonunun diizenlenmesini saglamaktadir [3, 7, 40].

DNA metilasyonu, CpG bdlgelerine DNA metiltransferaz enzimi ile sitozin niikleotidinin
pirimidin halkasmin 5.karbonuna bir metil (-CH3) molekiiliiniin baglanmasi ile
gerceklesmektedir. Gergeklesen bu baglanma mekanizmasinda esas rol oynayan
molekiiller, DNA metil transferaz (DNMT) enzimi ve S-Adenozil Metiyonin (SAM)
enzimidir. DNMT enzimi, CpG bolgelerine metil grubu baglanmasini saglayan enzimdir.

SAM ise metil vericisi olarak gorev yapan molekiildiir [3].
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Sekil 3. DNA Metilasyon Mekanizmasi [3]

DNA metilasyonunu etkileyen ¢evresel faktorler hiicre degisimleri, yaslanma, genetik
cesitlilik, beslenme diizeni ve diyet, sigara, alkol ve uyusturucu kullanimi, giines 15181,
farkli radyasyon cesitleri, patojen enfeksiyonu, spor, stres ve hayat standartlar1 vb. gibi
bircok durumdan olugmaktadir. DNA metilasyon profilleri, CpG adalarindaki metil
gruplarinin analizi ile yorumlanmaktadir. DNA metilasyonu gen transkripsiyonu iizerinde
baskilayici bir rol oynarken (hipermetilasyon) DN A nin demetilasyonu (hipometilasyon)
ise transkripsiyonu aktif hale getirmektedir. DNA metilasyonu, bireylerin yasam tarz,
fiziksel goriiniim ve saglik {izerindeki etkilerinin yani sira sosyoekonomik durumlari,
beslenme aliskanliklari, fiziksel aktiviteleri, sigara, alkol ve uyusturucu gibi
bagimliliklar1 da etkileyebilecegi bilinmektedir. Bu sebeple kisilerin DNA metilasyon
profillerinden kisiler ve kisilerin hayati ile ilgili bilgiler edinilebilmektedir. Adli Bilimler
acisindan bakildiginda da olay yerinde bulunan biyolojik delillerin analizleri ile suclar
¢ozmek ve slipheli havuzunun daraltilmasi i¢in faydali bir belirte¢ haline gelmistir [36,

41].
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2.3.1.2. Adli Bilimlerde DNA Metilasyonu

Epigenetik degisiklikler, Adli Bilimlere de 6nemli analiz yontemleri kazandirmigtir.
DNA metilasyon profillemesi, kimligi tespit edilemeyen kisilerin veya olay yerlerindeki
biyolojik orneklerin kaynagi olan bireylerin yasimni, cinsiyetini ve fenotipik 6zelliklerini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. DNA metilasyonu yontemi, 6zellikle kimlik tespitinin
zor oldugu vakalarda adli sorusturmalarin ¢6ziime kavugsmasma katki saglamaktadir.
DNA metilasyonu, su¢ mahallindeki biyolojik bulgularin analizinde, 6zellikle tiikiirtik,

kan ve diger viicut sivilarinin incelenmesinde kullanilabilmektedir [20, 29].

Adli Bilimler alaninda DNA metilasyonunun kullanimi, 6zellikle kisilerin yas
tahmininin, kimligi belirlenemeyen kisilerin kimlik tespitinin ve ¢evresel etkilerin kisiler
Uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir. DNA metilasyonu ile
DNA iizerinde gergeklesen degisimler, yasa bagl olarak degisiklik gostermektedir. Bu
degisiklikler, bireylerin biyolojik yasmnin tahmini i¢in kullanilabilmektedir. Bireylerin
biyolojik yaslarinin tahmini, 6zellikle kimligi tespit edilemeyen bedenlerin
kimliklendirilmesinde ve kayip kisilerin bulunmasinda biiyiik rol oynamaktadir. DNA
metilasyonu bunun disinda Adli Tip’ta travmalarin ve hastaliklarin tespitinde de
kullanilabilmektedir. Magdurlarin 6liim sebebinin tespitinde ve adli olaylarin

¢oziilmesinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilabilmektedir [3, 20, 29].

Monozigotik ikizlerin DNA yapilar1 ayn1 hiicreden meydana geldigi i¢in birbirlerine estir.
Bu durum suga karigmis bir ikizlerin kardesinden ayrilmasimi gii¢lestirmektedir. Ayni
zamanda rutinde kullanilan STR analizleri yeterli olmamaktadir. Bu sebeple yiiksek
maliyetli olan fazla miktarda ve Kkaliteli érnekler gerektiren tim genom analizi
yapilabilmektedir. Ancak tiim genom analizinin masrafli olmas1 sebebiyle bu analiz

yontemi sik tercih edilmemektedir. SNP analizleri ise rutin olarak yapilmasa da
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monozigotik ikizleri ayirmada kullanilabilmektedir. Ozellikle DNA metilasyonu, Adli

Bilimler alaninda monozigotik ikizlerin ayriminda kullanilabilmektedir [3, 42].

2.3.1.3. DNA Metilasyonu ile Yas Tayini

Yas, bir bireyin digsaridan fiziksel olarak goriilebilen fenotipik bir 6zelligidir. Olay
yerlerinden elde edilen kan, tukurik, semen, idrar gibi biyolojik materyallerden bireylerin
kronolojik yasinin dogru bir sekilde tahmin edilebilmesi, potansiyel stiphelilerin araligimi
daraltmaya yardimci olabilir ve bu nedenle bu durum cezai sorusturma i¢in ¢ok dnemli

hale gelmektedir [43].

Son yillarda arastirmacilar mitokondriyal DNA oksidatif hasar1 ve delesyonu, ileri
glikasyon son lriinleri, telomer uzunlugu, aspartik asit rasemizasyonu ve haberci RNA
(mRNA) gibi yagla iliskili oldugu diistiniilen ¢esitli biyobelirtegler bildirmislerdir.
Bununla birlikte, bu biyobelirtecler hala diisiik tahmin dogrulugu, tespit yontemlerinin
azlig1 veya tekrarlanabilir olmamasi ve cevresel faktorlere karsi savunmasizlik gibi

eksikliklere sahiptir [44, 45, 46].

Olay yerlerinde bulunan biyolojik 6rneklerden yas tahmini, adli DNA fenotiplemede
onemli bir anahtardir. DNA metilasyonu, adli yas tahmini i¢in gelecek yillarda en umut
verici biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir. Bugiine kadar, metilasyondaki
degisikliklere dayali olarak yapilan bir¢ok caligmada ¢ok sayida CpG bdlgesinin yasla

iligkili oldugu belirtilmistir [44, 45, 46].

Gunimuizde, insan genomundaki belirli CpG bdlgelerindeki DNA metilasyon seviyesinin
yasla onemli Olciide iliskili olduguna ve "epigenetik saat" olarak bilindigine dair
calismalar artmaktadir. Yakin zamanda Adli Bilimler alaninda yapilan ¢aligmalarda, yas

tahmini amaciyla DNA metilasyon belirteclerinin mRNA, sjTREC ve telomer uzunlugu
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gibi diger molekiiler biyobelirteg tiirlerinden daha {istiin oldugunu ispatlamistir. Simdiye
kadar, ¢ok sayida yasla iliskili CpG bolgesi tespit edilmis ve farkli metilasyon analizi
yontemlerine dayali olarak kan, tiikiiriik, agiz i¢i Swab, semen veya diger dokular i¢in

cesitli yag tahmin modelleri gelistirilmistir [43, 44, 45, 46].

Epigenetik degisikliklerin yasla iliskisi, Adli Bilimler alaninda 6nemli bir uygulama alani
olarak kullanilmaktadir. DNA metilasyon profillemesi, kimligi belirsiz kisilerin veya sug
mahallindeki biyolojik 6rneklerin kaynagi olan siipheli kisilerin yasini tahmin etmek igin
kullanilabilir. Bu ydntem, Ozellikle kimlik tespitinin zor oldugu durumlarda adli

sorusturmalarin daha kesin ve kapsamli olmasina katki saglamaktadir [46, 47].

Ilerleyen yasla birlikte bireylerin farkli gen bdlgelerindeki DNA’larindaki metilasyon
miktarlar1 farklilik gostermektedir. Bu degisim olay yerinde bulunan bir biyolojik
bulgunun kaynag1 hakkinda bilgiler verebilmektedir. Yas ile baglantili gen bdlgelerindeki
DNA metilasyon miktarina bakilarak kisilerin yaklasik kronolojik yaslar1 hakkinda bir
tahmin yapilabilmektedir. Yapilan bu kronolojik yas tahmini ile siipheli havuzunda
daraltma yapilarak olaym mutlak failinin tespitinde kolaylik saglayabilmektedir [46, 47,

48].
2.3.1.4. FHL2 Geninin DNA Metilasyonu ile Baglantisi

FHL2 (Four And A Half LIM Domains 2) protein kodlayan bir gendir. Bu gen, Familial
Isolated Dilated Cardiomyopathy (Ailevi Izole Dilate Kardiyomiyopati),
Rhabdomyosarcoma (Rabdomyosarkom) ve gen ile ayni isimdeki (FHL2) familial
hemophagocytic lymphohistiocytosis(Ailevi Hemofagositik Lenfohistiositoz Tip 2) gibi
cesitli hastaliklarla iligkilidir. Bu hastaliklar bagisiklik sistemi islevlerinde ve hiicre
oliimleriyle iliskilendirilebilen hastaliklardir. Ayrica bu gen, perforin (PRF1) proteininin

tiretiminden sorumludur ve mutasyonlar1 bagisiklik hiicrelerinin diizgiin ¢aligmasini
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engelleyerek asir1 inflamasyona ve ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bu protein,
hiicre dis1 zarlarin olusumunda bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu genin normal
kas hiicrelerinin rabdomyosarkom ad1 verilen kanser hiicrelerine doniigiimii sirasinda
etkinliginin azaldig1 ve kodlanan proteinin presenilin-2 ile hiicre i¢i sinyal yollar1 arasinda

bir baglant1 saglayabilecegi one siiriilmistiir [10, 49, 50].

Yaglanma, canli organizmalar1 etkileyen zamana bagli dogal bir siirectir. Bu siireg,
islevde azalma ve hastalik gelisimine ve 6liime yatkinlikta artis ile temsil edilmektedir.
Cok hiicreli organizmalarda yaslanmanm dokuz temel 6zelligi tanimlanmistir; bunlar
arasinda epigenetik degisiklikler, hiicresel homeostazin bozulmasi ve artan hiicresel
yaslanma yer almaktadir. FHL2 geninin ilgili oldugu viicut islevlerinin dogrudan ya da
dolayl1 olarak yas ile iliskilendirilebilmesi miimkiindiir. Bu durum FHL2 genini, yas ile

ilgili yapilan DNA metilasyon ¢aligmalarinda kullanilabilir kilmistir [49].

Yapilan giincel ¢alismalarda, FHL2 geninin eklem dokularinda yasa bagli promotor
hipermetilasyonunu dogrulamak amaclanmistir. FHL2, yara iyilesmesi, inflamasyon,
hiicre ¢cogalmasi, hiicre 6liimii ve ekstraselliiler matris (ECM) olusumunda rol oynayan
bir ko-aktivator proteindir. Promotdr DNA metilasyonundaki ve gen ekspresyonundaki
yasa baglh degisiklikler, yaslanmayla birlikte kondrositlerde goézlemlenen fenotip
degisikliklerini aciklayabilir ve bu degisiklikler, gen susturma ve asir1 ekspresyon
calismalari ile arastirilmaktadir. Bu ¢aligmalar sonucu FHL2 ekspresyonunun promotdr
bolgesindeki DNA metilasyonunun artmasi nedeniyle degisiklige ugradigi ve bu
dokularm  fonksiyonlarmin yaslanmaya bagli gdzlemlenen baz1 fenotipleri

agiklayabilecegi hipotez edilmektedir [49, 50].
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2.4. SNaPshot (SBE) Yontemiyle SNP Analizi

Kisa ardigik tekrarlar (STR) kimlik tespiti i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir,
ancak adli DNA fenotipleme igin bir bilgi vermemektedirler. Tek nukleotid
polimorfizmleri (SNP) ise hem kimlik tespiti hem de fenotipleme i¢in kullanilabilir bir

yontemdir [51].

Son on yildir, SNaPshot® teknigi adli DNA analizlerinde kimlik ve fenotipleme ile iliskili
SNP'leri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. SNaPshot, kapiler elektroforez ile tek baz
uzatma (SBE) analizine dayanan bir tespit sistemidir. Bu multipleksleme teknigi, ek bir
ekipman gerektirmeden mevcut adli laboratuvarlara kolayca entegre edilebilir. Bu da

operasyonel siirecleri daha verimli hale getirmektedir [51, 52].

SNaPshot analizi; tek niikleotit uzamasi (Single Base Extension, SBE) yontemine
dayanan SNaPshot ile CpG noktalarina 6zel olarak tasarlanmis primerlere karsilik gelen
niikleotite baglanmasi sonucu dizileme islemi gergeklestirilmesi yontemidir. SNaPshot,
tek bir analizde 30-40 SNP'yi multipleksleme imkéani saglamaktadir. SNaPshot'in tek bir
analizde multipleksleme limiti 30-40 SNP oldugundan, birden fazla analiz yapilmasi
gerekmektedir. SNaPshot® analizi, tek baz uzatma (SBE) prensibi iizerine calisan en
yaygm ticari mini dizileme yontemidir. DNA metilayonu Analizi de SBE prensibine
dayanan bir yontemdir. Bu sebeple DNA metilasyon analizi ¢aligmalarinda SNaPshot

yontemi sik karsilagilan bir yontemdir [51, 52].
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2.4.1 Bisiilfit Doniisiimii

Bisiilfit doniistimii, 19901 yillarda DNA metilasyonunu tespit ve analiz etmek icin
kesfedilmis bir yontemdir. DNA metilasyon analizinde "altin standart" olarak kabul
edilen bu teknik, tek nukleotid hassasiyetinde DNA metilasyon seviyelerini belirlemeye
olanak tanimaktadir. Sodyum bisiilfit modifikasyonu, metillenmemis sitozinleri (C)
urasile doniistiirerek PCR basamaginda timin niikleotiti (T) olarak ¢cogaltip elektroforezde
yiriitilmesini saglamaktadir, metillenmis sitozinler (SmC) ise sitozin olarak kalmaktadir.
Bu sayede, metillenmemis ve metillenmis sitozin seviyeleri, C/T polimorfizmi orani ile

belirlenebilmektedir [53].

Sodyum bisiilfit islemi dogru kosullarda uygulandiginda, metillenmemis sitozinlerin
urasillere doniisme orani %99'a yakindir. Ancak, bazi promotor bdlgelerinde bu yiiksek
doniistim orani her zaman saglanamayabilir ve bu durum DNA'nin kalitesine de baghdir

[3, 54].

Bisiilfit islemi, denatiire edilmis tek iplikli DNA'nin diisik pH ve yiiksek sicaklik
kosullarinda sodyum bisiilfit (HSO3-) ile kimyasal olarak reaksiyona girmesiyle
gerceklesir. Bu islem, ii¢ asamada gerceklesir: 11k olarak, sitozin siilfonasyonla modifiye
olur. Ardindan, geri doniisiimsiiz hidrolitik deaminasyon gergeklesir ve urasil stlfonat

olusur. Son asamada ise, alkali kosullarda desiilfonasyon meydana gelir ve urasil olusur

[3, 54].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada yasa bagli olarak gen ifadesinin degisiminden yola ¢ikilarak olay yerlerinde
bulunan tiikiiriik lekelerinden kisinin tahmini yas tayininin yapilmasi hedeflenmistir.
Yasla ilgili yiiksek korelasyon degerleri gosteren FHL2 (chr2:105399282) gen bdlgesinin
Tiirkiye Marmara bolgesi popiilasyonu icinde DNA metilasyonu ve yas ile baglantisi
incelenmek istenmistir. Caligmanin yapilmasi amaciyla goniilliiliik esasina dayali olarak
kisilerin tiikiiriik lekesi ornekleri alinmistir. Farkli yas gruplarma ait toplam 50 tiikiiriik
lekesi 6rneklerine DNA izolasyonu ve miktar tayini yapilmistir. Miktar1 6lgiilen DNA’lar
ile Bisiilfit doniistimii basamagia gecilmistir. Bisiilfit basamagindan sonra ‘Methprimer’
programi ile tasarlanan FHL2 genine ait olan primerler hazirlanmistir ve ilk PCR
basamag1 yapilmistir. ilk PCR basamagindan sonra birinci piirifikasyon (saflastirma)
asamasi gerceklestirilmistir. SNaPshot reaksiyonu, ikinci PCR basamagi olarak tek baz
diisirme amaciyla gergeklestirilmistir. SNaPshot analizinden sonra ikinci temizleme
asamas1i tamamlanarak Ornekler elektroforeze hazir hale getirilmistir. SNaPshot
drlinlerinin  analizi  Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyzer cihazinda
yiriitiilmiistiir. Ardindan analiz sonuglar1 goriintiilenerek piklerin RFU degerleri not
edilerek metilasyon degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan metilasyon oranlari ile kisilerin

biyolojik yaslar1 arasindaki korelasyon degerleri hesaplanmustir.

Kullanilan Cihazlar

Stuart Scientific SA8 Vortex

Termal galkalamali inkiibatér (BIOSAN Thermo—Shaker TS-100C)
Eppendorf otomatik pipet seti (10ul, 100ul ,2000ul)

Termal dongii cihazi (Applied Biosystems™ Veriti 96 Well Thermal Cycler)
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Grant-bio UV kabin

Sogutmali santrifiij Nuve Nf 800R

Invitrogen Qubit 4 florometre

Bilgisayar kontrollii 3500 Genetik Analizér (HITACHI Applied Biosystems)

Buzdolab1

Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

[zolasyon: PureLink™ Genomic DNA Kit Invitrogen™

Miktar 6lgimu: Invitrogen Qubit dSDNA HS Quantification Assay Kit
Bisiilfit doniistimii: EpiTect Bisulfite Kit — Qiagen

PCR: Applied Biosystems™ Platinum™ Multiplex PCR Master Mix
Purifikasyon: QIAquick PCR Purification Kit — Qiagen

SNaPshot PCR: Applied Biosystems™ SNaPshot™ Multiplex Kit

Etil Alkol (%96)

POP-4 Polimer (Performance Optimized Polymer 4) — Thermo Fisher Scientific
HiDi Formamid

GeneScan -600 L1Z Size Standart v2.0

Anode -Cathode Buffer (3500 Series)

DS-36 (dye set J6) Matrix Std Kit


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K182001?SID=srch-srp-K182001
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3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasi i¢in goniillillerden alinan tiikiiriik lekesi Ornekleri
kullanilmigtir. ‘Biyolojik Yas Tayininde Kullanilmak Uzere FHL2 Bolgesinin
Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi’ tez konusuyla Uskiidar Universitesi
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuru yapilmis ve etik agidan
uygunluk belgesi alimmustir. Etik agidan uygunluk onayindan sonra, ‘Bilgilendirilmis
gonillii onam formu’ ve 18 yasmdan kiiclik goniilliiller i¢cin ise ‘veli onam formu’

imzalatilmig 50 goniillii ve saglikli bireylerden tiikiiriik lekesi 6rnekleri alimustir.

Goniillii  kigiler; alkol, sigara, uyusturucu-uyarici madde ve diizenli olarak ilag
kullanmayan, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan ve Turkiye-Marmara Bolge’sinde
yasayan populasyondan olusturulmustur. 50 kisinin yas ve cinsiyet dagilimi asagidaki

tabloda (Tablo 1) gosterilmistir. Calisma i¢in 4 farkli yas araligi sec¢ilmistir.

Tablo 1. Cinsiyet Dagilimi Tablosu

Kadin Erkek
12-17 Yas (X) 6 6
18-29 Yas (V) 7 7
30-49 Yas (Y) 6 6
50-70 Yas (Z) 6 6
Toplam 50

Goniilliilerden, UV 151k altinda 3 saat bekletilmis steril pegetelere tiikiiriikk lekeleri
birakmalar1 istenmistir. Birakilan tiikiiriik lekeleri steril ortamda kurutulduktan sonra
steril zarflara yerlestirilip tiim zarflara kodlar verilmistir. Almman numuneler ile

laboratuvar agamasina gecilmistir.
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3.2. DNA izolasyonu

Orneklerin DNA izolasyonu i¢in Invitrogen™ firmasmnin PureLink Genomic DNA Kit’i
kullanilmistir. Bu izolasyon kiti; Silika bazli kat1 faz ekstraksiyonu yontemini kullanarak
biyolojik materyaldeki DNA’nin spin kolona baglanarak DNA disindaki maddelerden
ayristirilmasint  amaglamaktadir. Spin kolon yonteminde, yikama islemi hiicresel
kalintilar ve kontaminantlarm ortamdan uzaklastirilmasini saglamaktadir. Spin kolona

bagli DNA molekiilleri, eliisyon asamasinda silika bazli filtreden geri kazanilmaktadir.

3.2.1. Tiikiiriik Orneklerinden DNA izolasyon Protokolii

« Tukdruk numuneleri emdirilen pecetelerden steril makaslar ile 1 ¢m uzunlugunda

parcalar kesilerek, kesilen bu parcalar steril 2 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1.
* Numuneye 400 pl PBS ve 20 pl Proteinaz K eklendi.
* Pipetleme ya da darbeli vorteks yardimi ile 6rnekler iyice karistirildi.

* Lizata esit hacimde (420 ul) PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve

kisaca vorteksleyerek karistirildi.

« Ornekler énceden 55 °C ye ayarlanmis olan termal ¢alkalamali inkiibatdre konularak en

az 1 saat ornekler inkiibe edildi.

* 1 saat inkiibasyonun ardindan tiip kapaklarindaki lizat1 toplamak i¢in 6rnekler kisaca

santrifiijlendi.

 Tupe 200 pl %96-100 etanol eklendi. Homojen bir ¢dzelti elde etmek icin drnekler 5

saniye vortekslendi.
» Ardindan biitiin s1vi kit ile birlikte verilen 2ml’lik PureLink® Spin Kolonuna aktarildi.

* Kolon oda sicakliginda 1 dakika boyunca 8.000rpm’de santrifiijlendi.
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* Toplama tiipii atilarak yeni bir toplama tiipii takildi.

* Kolona etanol ile hazirlanmig 500 uL. Wash Buffer 1 eklendi.

* Kolon oda sicakliginda 1 dakika 10.000rpm’de santrifiijlendi.

* Toplama tiipii atilir ve yerine yeni bir toplama tiipii takild1.

» Etanol ile hazirlanmis 500 pL. Wash Buffer 2 kolona eklendi.

* Kolon oda sicakliginda maksimum hizda santrifiijlendi ve kullanilan toplama tiipii atild1.
* Spin kolon steril bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

* Eliisyon basamagi i¢in kolona 50 uL PureLink® Genomic Elution Buffer eklendi.

* Ornekler oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Ardindan kolon oda sicakhiginda 1
dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlendi. 1,5 mL’lik tiip saflagtirilmis genomik

DNA icermektedir.

» Spin kolon c¢ikarilip atildi. Saflastirilmig DNA igeren tiipler parafilmle sarilarak -20

°C’de sakland1.

3.3. DNA Miktar Tayini

DNA miktar tayini yapilirken florometrik 6l¢iimler kullanilmistir. Bu 6l¢timler 260 nm
dalga boyunda yapilan analizlerle DNA miktarmi yiliksek hassasiyet ve dogrulukla
belirleyebilmektedir. Izolasyon sonrast DNA miktarini 6lgmek igin Invitrogen Qubit 4
Florometre cihazi ve Invitrogen'in Quantit™ dsDNA HS (High Sensitive) Assay Kiti

kullanilmaistir.
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3.3.1. DNA Miktar Tayini Proseduru

* Qubit® 4.0 cihazmin kalibrasyonunun yapilabilmesi i¢in 2 tiipe standart 6rnekleri

hazirlandi.

* Her bir drnek i¢in Quant-it dsDNA HS Buffer ¢ozeltisinden 199 pL alinarak yine her
bir 6rnek icin 1 pL Quant-it Reagent eklendi. Hazirlanan stok c¢ozelti kisaca

vortekslenerek karistirild.

* Hazirlanan stok ¢ozeltisinden standartlar icin 190 puL, S1(Standart 1) ve S2(Standart 2)

¢ozeltilerinden 10 pL almarak 0,5 ml’lik ependorf tuplerine konuldu.

« Orneklerin analizi icin ise stok c¢ozeltisinden 190 pL alinarak 0,5ml’lik ependorf

tuplerinde Gzerine 10 ulL DNA 6rnegi eklendi.
« Elde edilen karisim 2-3 saniye vortekslendi.

+ IIk adimda Standart 1 ve Standart 2’nin Slgiimii yapilarak Qubit 4.0 cihazinmn

kalibrasyonu yapildi.

« Ornekler Qubit 4.0 cihazina konularak &l¢iim yapildi ve 8lgiim sonuglari not edildi [55].

3.4 Bisiilfit Doniistimii

Bisiilfit yontemi, metillenmemis sitozinlerin urasil niikleotidine doniismesini ve PCR
asamasinda timin niikleotidi olarak ¢ogalmasini saglayan bir yontemdir. Bu basamakta

Qiagen marka EpiTect Bisulfite Kiti kullanilmistur.
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3.4.1. Bisiilfit Doniisiimii Prosediirii

* Dondurulmus DNA ¢6zeltileri oda sicakliginda ¢oziilmeye birakilda.

» Liyofilize halde bulunan Bisulfit Mix tlpunin igerisine 800 uL RNaz igermeyen su

konularak karisim ¢6zduraldi. Bisiilfit Karigimi tamamen ¢oziilene kadar vortekslendi.

 Bisiilfit reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in 200 pl. PCR tiipiiniin igerisine 85 pL
Bisiilfite Mix, 35 uLL DNA Protect Buffer ve 20 pL saflastiriimis DNA numuneleri

konuldu. Toplam hacim 140 pL olarak hazirland1.

* PCR tiiplerini kapatildi ve bisiilfit reaksiyonlar1 oda sicakliginda iyice karistirilda.

Tuplerdeki ¢ozeltinin rengi maviden yesile donmelidir.

* Hazirlanan ¢ozeltiler Applied Biosystems™ Veriti 96 Well Thermal Cycler cihazina

konuldu. Thermal cycler cihazi Tablo 2'ye gére programlanmistir [56].

Tablo 2. Bisiilfit Déniisiimii i¢in Termal Cycler Cihazi Kosullar

Adim Siire Sicaklik (°C)

Denatiirasyon 5 dakika 95°C
Inkiibasyon 25 dakika 60°C
Denatiirasyon 5 dakika 95°C
Inkiibasyon 85 dakika 60°C
Denatiirasyon 5 dakika 95°C
Inkiibasyon 175 dakika 60°C
Saklama o0 20°C

* Bisiilfit doniisiimii tamamlandiginda, bistilfit reaksiyonlarini igeren PCR tiiplerini kisa
bir stre santrifijlendi ve ardindan bisiilfit reaksiyonlarinin tamami temiz 1,5 mL

mikrosantrifiij tiiplerine aktarild.
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* Her tiipe ayr1 ayr1 10 pg/mL tasiyict RNA igeren 560 uL Buffer BL eklendi. COzeltiler

vortekslenerek karistirildi ve ardindan kisa bir siire santrifiijlendi.
* Tiiplerdeki 6rneklerin tamami1 EpiTect spin kolonlara alindi.

* Spin kolonlar1 1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlendi. Atik su dokildu ve

spin kolonlar1 toplama tiiplerine geri konuldu.

* Her bir spin kolona 500 uL Buffer BW eklendi ve rnekler 1 dakika boyunca maksimum

hizda santriftijlendi. Spin kolonlar1 yeni toplama tiiplerine konuldu.

« Her bir spin kolonuna 500 uL Tampon BD eklendi ve 6rnekler oda sicakliginda 15

dakika inkibe edildi.

* Spin kolonlar1 1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlendi. Atik su dokiildu ve

spin kolonlar1 toplama tiiplerine geri yerlestirildi.

« Her bir spin kolona 500 uL Buffer BW eklendi ve 1 dakika boyunca maksimum hizda

santriftijlendi. Atik suyu dokiildil ve spin kolonlar1 toplama tiiplerine geri yerlestirildi.
» Ayn1 adim bir kez daha yapildi.

* Spin kolonlar1 yeni 2 mL’lik toplama tiiplerine yerlestirildi ve filtreyi tamamen kurutup
kalan siviy1r uzaklastirmak i¢cin spin kolonlar1 1 dakika boyunca maksimum hizda

santrifijlendi.

* Spin kolonlari steril bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Her bir membranin
ortasina 20 pL Buffer EB eklendi. Saflagtirilmis DNA 12.000rpm’de 1 dakika boyunca

santrifiijlenerek ellie edildi.

* Bisiilfit doniisiimii tamamlanan DNA’lar -20°C’de saklandi [56].
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3.5.PCR

3.5.1. Primer Tasarimi

Primer tasarimi yapmak igin NCBI (National Center for Biotechnology Information)
iizerinden FHL2 genine 6zgii niikleotit dizisi se¢ilmistir. Segilen bu insana 6zgii niikleotit
dizisi kopyalanarak DNA metilasyon ¢aligmalarinda kullanilan bir bioinformatik araci ve
web sitesi olan ‘MethPrimer 2.0’ sitesine yiiklenmistir. Bu web sitesi bu ntikleotit dizisine
uygun birden ¢ok primer dizisi tasarlamistir. Sadece bu bélgeye 6zgi olup baska bolgeleri
amplifiye etmeyen primerler sec¢ilmistir. F (Forward), R (Reverse) ve SBE (SNaPshot)

primerleri secildikten sonra bu primerler tasarlatilarak siparis edilmistir.

Tablo 3. FHL2 Geninin Primerleri

Baz Dizisi (F) Baz Dizisi (R) Baz Dizisi (SBE)

GGTATAAAATATATTTTTTTTGAGGAA | AACAACTTCTCTATATTAAATTCAAATATC | GGGTTTTGGGAGTATAGTAGTTAT

Tablo 4. FHL2 Geninin Ozellikleri

CpG ID Gen Pozisyon Amplikon Boyu(bp)

cg06639320 FHL2 chr2:105,399,282 192
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3.5.2. PCR Asamasi

Siparis edilen primerler liyofilize sekilde geldigi i¢in uygun kosullarda primer
konsantrasyonuna uygun olarak primerler sulandirilarak stok ¢ozelti hazirlanmigtir. 100
uM stok ¢ozelti hazirlanmis ardindan literatiir taramasinda FHL2 geni i¢in en uygun
konsantrasyon oldugu goriilen 0,5 puM’lik ara stok hazirlanmistir ancak 0,5 puM
degerindeki primerlerle hazirlanan 6rnekler bilgisayar kontrollii 3500 genetik analizor
cithazinda yiiriitiildiiglinde sonu¢ vermemistir. Bu nedenle optimizasyon sonrast PCR
primer konsantrasyonlar1 100 uM stok ¢Ozelti 1 uM’lik ara stok ¢6zelti olarak kullanilmak

Uzere hazirlanmustir.

Bisiilfit doniistimii yapilmis 6rneklerin ¢ogaltilmasi i¢cin gereken maddelerin hepsini
icerisinde bulunduran Applied Biosystems firmasinin gelistirdigi Platinum™ Multiplex
PCR Master Mix kiti kullanilmistir. Ardindan PCR asamasinin gergeklesmesi igin
ornekler Veriti 96 Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) cihazina konulmustur.
Kitin kullanildigi miktarlar (Tablo 5) ve Thermal Cycler cihazinin déngii kosulllar
(Tablo 6) asagidaki tablolarda verilmistir. Applied Biosystems Platinum™ Multiplex

PCR Master Mix Kitinin prosedurii uygulanmistir [57].

Tablo 5. Birinci PCR Asamasinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

Bilesenler Miktar (ul)
Platinum™ Multiplex PCR Master Mix 25 ul
Primer Mix F S5ul
Primer Mix R S5ul
GC Enhancer 10 pl
PCR Uriinii 5ul
Toplam Hacim 50 pl
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Tablo 6. Birinci PCR Asamasi I¢in Termal Cycler Kosullar1

Adim Dongii Sicakhk Siire
Activation 1 95°C 2 dakika
Denaturation 95°C 30 saniye
Annealing 30 60°C 90 saniye
Extension 72°C 60 saniye
Final Extension 1 60°C 30 dakika
Final Hold 1 4°C 0

3.6. PCR Uriinlerinin Saflastirllmasi

PCR sonrasinda DNA'nin saf bir sekilde elde edilebilmesi i¢in baglanmamis primerlerin
ve dNTP'lerin ortamdan uzaklastirilmas: gereklidir. Bu saflastirma isleminin
gergeklestirilebilmesi i¢in Qiagen firmasmim gelistirdigi QIAquick PCR Purification
Kit’1 kullanilmustir.

3.6.1. PCR Temizleme Kiti Proseduri

* 50 uL PCR numunesine 250 pL Buffer PB eklenir ve ardindan vorteks ile karistirild1.

« Kit ile verilen QIAquick spin kolonlarina drnekler aktarildi.

* Ardindan DNA’y1 membrana baglamak i¢in numune 2 dakika boyunca 10.000rpm’de

santrifiijlendi.

* Toplama tiiptindeki atik sivi dokiildi. QlAquick kolonu ayni tiipe geri yerlestirildi.

Plastik at1g1 azaltmak i¢in toplama tiipleri yeniden kullanild1.

* Yikama asamasi i¢in QIAquick kolonuna 750 pL Buffer PE eklendi ve 2 dakika

boyunca 10.000rpm’de santrifiijlendi.
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* Kolonu tamamen kurutmak i¢in atik su atildiktan sonra ayni ayarlarda santrifiij

tekrarlandi.

* Toplama tiipii atildiktan sonra QIAquick kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine

yerlestirildi.

* DNA'y1 eliie etmek i¢in QIAquick membranin merkezine 50 pl Buffer EB eklendi ve
kolon 1 dakika boyunca 10.000rpm’de santrifiijlendi. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiiniin

icerisinde PCR iirtinii bulunmaktadir [58].

3.7. SNaPshot PCR

SNaPshot, tek niikleotid bazi uzamasina (SBE, Single Nucleotide Extension) dayanan bir
mini sekanslama yontemidir. Bu yontemde, spesifik niikleotidlere karsilik gelen
primerlerin baglanmasi ve bu noktaya denk gelen ddNTP’nin yani serbest niikleotidlerin
eklenmesiyle sekanslama tamamlanir. SNaPshot reaksiyonun yapilmasi i¢in SNaPshot™
Multipleks Kiti kullanilmistir. Reaksiyon i¢in SBE primeri 1 M olarak hazirlanmis ve
PCR tiipii icerigi Tablo 7'de gosterildigi sekilde olusturulmustur. Termal cycler cihazinda
(Applied Biosystems™ Veriti 96 Well Thermal Cycler) uygulanan protokol ise Tablo

8'de belirtilmistir. Toplam SNaPshot PCR siiresi yaklasik olarak 1 saat 10 dakikadir [59].

Tablo 7. SNaPshot PCR Asamasinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

Bilesenler Miktar (ul)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix S5ul
PCR Uriinii 3ul
SNaPshot Primeri 1 pl
Niikleaz Icermeyen Su 1 pl
Toplam 10 pl
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Tablo 8. SNaPshot PCR Asamasi i¢gin Termal Cycler Kosullar

25 Déngii I¢in Sicaklik (°C) 25 Déngii I¢in Siire (sn.)
96°C 10 saniye
50°C 5 saniye
60°C 30 saniye
4°C 0

3.8. SNaPshot Uriinlerinin Saflastiriimasi

SNaPshot PCR f{iriinlerinin saflastirilmasi i¢in ek bir temizleme agamasi uygulanmistir.
Bu asamada, SNaPshot reaksiyonu sonrasinda tiipte kalan baglanmamis floresan isaretli
ddNTP’lerin elektroforez analizini zorlastrmasini engellemek amaciyla, Qiagen’in
QIAquick PCR Purification Kit’i kullanilarak serbest ddNTP’ler pasif hale getirilmistir.
Uriinler saflastirildiktan sonra elektroforeze hazir hale gelmistir. Elektroforeze hazir olan

ornekler elektroforez 6ncesi 3 dakika boyunca 95°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

3.8.1. Ikinci PCR Asamasi i¢cin Temizleme Kiti Prosediirii
* 10 uL PCR numunesine 50 uL Buffer PB eklendi ve ardindan vorteks ile karistirildi.
« Kit ile verilen QIAquick spin kolonlarina drnekler aktarildi.

* Ardindan DNA’y1 membrana baglamak i¢in numune 2 dakika boyunca 10.000rpm’de

santrifiijlendi.

* Toplama tiiptindeki atik sivi dokiildi. QIAquick kolonu ayni tiipe geri yerlestirildi.

Plastik at1g1 azaltmak i¢in toplama tiipleri yeniden kullanild1.

* Yikama asamasi i¢cin QIAquick kolonuna 750 puL Buffer PE eklendi ve 2 dakika

boyunca 10.000rpm’de santrifiijlendi.
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* Kolonu tamamen kurutmak i¢in atik su atildiktan sonra ayni ayarlarda santrifiij

tekrarlandi.

* Toplama tiipii atildiktan sonra QIAquick kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine

yerlestirildi.

* DNA'y1 eliie etmek i¢in QIAquick membranin merkezine 50 pl Buffer EB eklendi ve
kolon 1 dakika boyunca 10.000rpm’de santrifiijlendi. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiiniin

icerisinde saflastirilmig SNaPshot PCR iirtinii bulunmaktadir [58].

3.9.PCR Urunlerinin Elektroforezi

Kapiller elektroforezde goriintiileme i¢in hazirlanan PCR iriinleri ile, Tablo 9'da
belirtilen miktarlarda Hi-di formamid (ThermoFisher Scientific) ve 600 LI1Z Size standart
(ThermoFisher Scientific) platelere eklenmistir. PCR Urinlerinin analizi, ABI 3500
Genetik Analizor (ThermoFisher Scientific) cihazinda POP-4 polimeri, 36 cm
uzunlugundaki kapiller, DS-02 matriksi ve E5 modiilii kullanilarak, Tablo 10'da belirtilen

kosullarda yapilmustir.

Tablo 9. Kapiller Elektroforez Asamasinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

Hi-di Formamid 10 pul
600 LIZ Size standart 0,5 ul
PCR Uriinii 1 ul

Tablo 10. Kapiller Elektroforez Kosullar1

Parametre GSPOP-4(1ml) E5 Modiil
Yiiriitme Voltaji 15 kV
Yiriitme Sicaklig: 60°C
Yiiriitme Stiresi 24 dakika
Siringa Pompalama Siiresi 150 saniye
Enjeksiyon Siiresi 5 saniye
Matriks DS02

Genetik analizorde GeneMapper ID-X yazilimiyla sonuglar goriintiilenmistir.



35
FHL2 Bolgesinin Metilasyonunun Yas ile Baglantisinin Belirlenmesi

3.10. Verilerin Analizi

Calisilan orneklerin elde edilen FHL2 gen bdlgesine ait CpG adaciklarindaki
elektroforezde goriintiiledigimiz sitozin ve timin piklerinin RFU degerleri kullanilarak,
metilasyon oranlar1 asagida verilen formiile gore Microsoft Excel (Microsoft 365
ProPlus) programinda hesaplanmistir. Bu formiill DNA metilasyon ¢aligmalarinda
kullanilan matematiksel bir orandir. 1,6 degeri; sapmalar i¢in bulunan bir katsayidir. Bu
katsayi, analiz yontemine gore belirlenen bir diizeltme faktoriidiir. Bu faktor,
metillenmemis ve metillenmis bazlarin RFU'lar1 arasinda bir oranlama yaparken
kullanilir [7].

Daha sonra, Orneklerin korelasyon degerlerinin analiz edilebilmesi i¢cin IBM SPSS
Statistics v20 programiyla Spearman korelasyon testi ve Kruskal Wallis testi yapilarak
istatistiksel degerlendirme yapilmis ve tek bir genden yas tahmin modeli olusturulmaya
calisilmistir. Spearman korelasyon testi, yas ile metilasyon degerleri arasinda anlamli bir
iligki olup olmadigini, Kruskal Wallis testi ise yas gruplarinin metilasyon degerleri
arasinda anlamli bir fark olup olmadigini gézlemlemek amaciyla yapilmistir. Cizilen
lineer regresyon grafigi, metilasyon degerleri ve yas arasindaki dogrusal iliskiyi
gorsellestirmektedir. Bu grafikte, bagimsiz degisken ile bagimli degisken arasindaki
iliskiyi gdstermek icin bir dogrusal ¢izgi kullanilmistir. Bu grafik ile metilasyon degerleri

ve yas arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir.

Metillenmis baz (sitozin)(RFU)
Metillenmis baz (sitozin)(RFU) + (Metillenmemis baz (timin)(RFU) X 1,6)

Sekil 4. Metilasyon Degeri Hesaplama Formiilii [7]
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4. BULGULAR

Yapilan bu tez ¢alismasinda; dort farkli yas grubunda bulunan goniilliilerden 25’1 erkek, 25’i
kadin olmak tizere toplam 50 kisinin tiikiiriik lekesi 6rnegi alinmistir. 12-17 yas grubuna ‘X,

b

18-29 yas grubuna ‘V’, 30-49 yas grubuna ‘Y’ ve 50-70 yas grubuna ‘Z’ kodu verilmistir.
Cinsiyet kodlar1 kadin i¢in ‘K’, erkek i¢in ise ‘E’dir. 50 adet tiikiiriik lekesi numunesinin
izolasyonlari, miktar tayinleri, bisiilfit doniisiimleri, PCR basamaklar1 yapilip numuneler
bilgisayar kontrollii 3500 genetik analizor cihazinda yiiriitiilmistiir. Ardindan GeneMapper ID-
X yazilimiyla sonuglar goriintiilenmistir. Microsoft Excel (Microsoft 365 ProPlus) programiyla

DNA metilasyon oranlar1 hesaplanmistir. Kisilerin biyolojik yaslari ile DNA metilasyon

oranlar1 arasindaki iliski incelenerek yorumlanmastir.

4.1. Tiikiiriik Lekelerinden DNA izolasyonu ve Miktar Tayini

25’1 kadm, 25’1t erkek olmak iizere toplam 50 kisiden alinan tiikiirik numunelerinin
izolasyonlar1 PureLink Genomic DNA Kit ile ger¢eklesmistir. Numunelerin kodlar1 ve DNA

miktar tayini sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. DNA Miktar Tayini Sonuglar1
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Yas Cinsiyet | Kod DNA Yas Cinsiyet | Kod DNA
Gruplan Miktan Gruplan Miktan
XK1 | 1,68 ng/uL YK1 | 11,60 ng/uL
XK2 | 6,74 ng/uL YK2 | 1,01 ng/uL
K | XK3 | 3,66 ng/uL K | YK3 | 2,62 ng/uL
XK4 | 5,50 ng/uL YK4 | 1,52 ng/uL
XKS | 1,27 ng/uL. YK5 | 420 ng/uL
12-17 Yas XK6 | 1,49 ng/uL 30-49 Yas YK6 | 435 ng/uL
XEL | 6,98 ng/uL YEI | 2,62 ng/ul
XE2 | 4,10 ng/uL
E | XE3 | 5,35 ng/ul YE2 | 2,92 ng/ul
XE4 | 6.68 ng/ul E YE3 | 9,90 ng/uL
XE5 | 1,68 ng/uL YE4 | 14,60 ng/pL
XE6 | 8,42 ng/uL YES | 5,72 ng/pL
VK1 | 3,72 ng/uL YEG6 | 3,92 ng/uL
VK2 | 2,80 ng/uL ZK1 | 5,98 ng/uL
VK3 | 2,20 ng/uL ZK2 | 17,9 ng/uL
K VK4 | 3,08 ng/uLL K ZK3 | 10,0 ng/pL
VK5 | 1,92 ng/uL ZK4 | 632 ng/ul
VK6 | 5,10 ng/uL ZK5 | 4,92 ng/uL
18-29 Yas VK7 | 1,07 ng/uL 50-70 Yas ZK6 | 5,80 ng/ul
VE1 | 7,52 ng/uL ZE1 | 2.30 ng/uL
VE2 | 1,84 ng/uL 2
VE3 | 8,94 ng/ul ZE2 | 4,12 ng/uL
E [ VE4| 520 ng/uL E | ZB3 | 422 ng/ul
VES | 7,60 ng/uL ZE4 | 5,05 ng/uL
VE6 | 1,74 ng/uL ZE5 | 7,80 ng/uL
VE7 | 1,94 ng/uL ZE6 | 4,31 ng/uL

Izolasyonu ve miktar tayini yapilan numunelere, elektroforezde metillenmemis sitozinlerin
metillenmis sitozinlerden ayirt edilebilmesi i¢in metillenmemis sitozinlere bisiilfit doniistimii
reaksiyonu yapilir. Bu reaksiyonla metillenmemis sitozinler elektroforez agamasmda timin

nikleotidi olarak goéruntilenir.
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Bisiilfit doniisiimii tamamlanan 6rneklere sirasiyla Multiplex PCR, ilk temizleme SNaPshot

PCR ve ikinci temizleme asamasi gerceklestirildi.

4.2. Kapiller Elektroforez ile Sonuglarin Goruntilenmesi

Applied Biosystems 3500 Genetik Analizor cihazinda yiiriitiilen 6rnekler GeneMapper® ID-X

vl.5 yazilim ile elektroforez sonuglar1 goriintiilendi. Asagidaki sekillerde dort farkli yas

grubuna ait elektroforegram goriintiileri verilmistir.

XK40BFO707-11-52 hid XK. B @

150 170 130 210 230 250 270

[ Mark Sample for Deletion

230

1200

800
= A ‘A
0

Sekil 5. 12-17 Yas Grubuna ait bir Elektroforegram Gorintisu

VKS02B0707-11-52 hid VKS (@ @ |

150 170 130 210 230 250 270
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Sekil 6. 18-29 Yas Grubuna ait bir Elektroforegram Gorunttsu
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Sekil 7. 30-49 Yas Grubuna ait bir Elektroforegram Gorintsi
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Sekil 8. 50-70 Yas Grubuna ait bir Elektroforegram Gorintsi

50 ornegin RFU degerleri Microsoft Excel programma not edilmis ve burada metilasyon

oranlar1 hesaplanmistir. Asagidaki tabloda 50 6rnegin metilasyon sonuglar1 verilmistir (Tablo

12).
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Tablo 12. DNA Metilasyon Sonuglar1
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Yas Cinsiyet Metilasyon Yas Cinsiyet Metilasyon
Gruplan Kod Oram Gruplan Kod Orani
XK1 | 0,638970898 YK1 | 0,402721589
XK2 | 0,393251093 | YK2 | 0,676088617
XK4 | 0,386563267 | YK4 | 0,614773259
s oo
*EL | 0375000211 -49 Yas | YK6 | 0,628086751
XE2 | 0,624413146 | YE1 | 0,669658887
E | XE3 0,391264786 _ YE2 | 0,403856175
XE4 | 0,394545339 E | YE3 0712560386
XE5 | 0,643848731 | YE4 | 0,611650485
XE6 | 0,538730344  YE5 | 0,645569621
VK1 | 0,361883874 YE6 | 0,619047619
VK2 | 0,553379041 ZK1 | 0,613174492
VK3 10,633908477 ZK2 | 0,666052793
VK5 | 0,369161226 ZK4 | 0712574851
VISOREF8364 120 ZK5 | 0,643769417
VK7 | 0,664247397
18-29 Yas VEL | 0.408668118| | 50-70 Yas ZK6 | 0,637455637
VE2 | 0.638820639 ZE1 |0,673076923
VE3 | 0.395189003 ZE2 |0,652173913
E VE4 | 0,569033179 E ZE3 | 0,655960806
VE5 | 0,625562556 ZE4 | 0,632836527
VE6 | 0,509202454 ZE5 | 0,657949357
VE7 | 0,626459144 ZE6 | 0,682382134

Tablo 13. Yas Gruplarina Gore Ortalama Metilasyon ve Standart Sapma Orani

Aritmetik Ortalama Standart Sapma
12-17 Yas 0,480917573 0,117634472
18-29 Yas 0,526751147 0,117996611
30-49 Yas 0,602089123 0,099467586
50-70 Yas 0,650847774 0,033325545
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Tablo 14. Yas Gruplarina Gore Kadinlarin ve Erkeklerin Ortalama Metilasyon Degerleri

Kadimlarin Metilasyon | Erkeklerin Metilasyon
Orani Ortalamasi Orani Ortalamasi
12-17 Yas 0,467201 0,494634
18-29 Yas 0,514512 0,538991
30-49 Yas 0,593788 0,610391
50-70 Yas 0,642632 0,659063

METILASYON ORANLARI

o o o o o o o o

Yas Gruplarina Gore Metilasyon Oranlari

Grafigi

12-17
KADIN

m12-17 Yas 18-29 Yas m30-49 Yas

12-17 18-29 18-29 30-49
ERKEK KADIN ERKEK KADIN

YAS GRUPLARI

30-49 50-70 50-70
ERKEK KADIN ERKEK

m50-70 Yas

Sekil 9. Yas Gruplarina Gore Metilasyon Oranlar1 Grafigi
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Metilasyon Oranlarinin Ortalama Grafigi

12-17 Yas 18-29 Yas 30-49 Yas 50-70 Yas

o
(o))

(@]
(&)

(@]
1SN

(@]
w

(@]
[N

(@]
=

EKADIN mGENEL mERKEK

Sekil 10. Kadin, Erkek ve Tiim Kisilerin Ortalama Metilasyon Oranlar1 Grafigi

4.3. istatistiksel Degerlendirme

SPSS uygulamasi ile korelasyon ve lineer regresyon analizleri yapilmistir. FHL2 gen
bdlgesinde bulunan CpG'lerdeki DN A metilasyon orani, multipleks metilasyon SNaPshot testi
kullanilarak 50 6rnekten olusan bir analiz yapilip, yas ile metilasyon seviyeleri arasindaki

korelasyon, Spearman korelasyon testi kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 15).
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Tablo 15. Spearman Korelasyon Testi Sonucu

Korelasyon
Yas Metilasyon
Degeri
Korelasyon katsayisi 1,000 ,567"
Yas Anlamhh}< d'l:jzeyi (ki 000
Spearman'in yonlii)
siralama N 50 50
korelasyon Korelasyon katsayisi 567 1,000
katsayisi Metilasyon Degeri Anlamhh}< d'l.lZGYI (k1 000
yonlii)
N 50 50

**_ Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (iki yonlii).

Yapilan Spearman’s korelasyon testine gére metilasyon oranlari ve yas arasinda pozitif yonde

bir korelasyon goriilmiistiir ve bu korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Ardindan erkekler ve kadmnlar i¢in metilasyon degerleri kendi i¢lerinde de korelasyon analizi
yapilarak metilasyon degerleri ve yas arasinda anlamli bir iliski olup olmadig1 incelenmistir.
Kadmlarin kendi arasindaki (Tablo 16) ve erkeklerin kendi arasindaki (Tablo 17) Spearman

korelasyon testleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 16. Kadinlarin Kendi Arasindaki Spearman Korelasyon Testi Sonucu

Korelasyon
Yas Metilasyon
Degeri
Korelasyon katsayisi 1,000 464"
Yas Anlamhh}< d'l:jzeyi (ki 020
Spearman'in yonlii)
siralama N ‘ 25 25
korelasyon Korelasyon katsayisi ‘ 464" 1,000
Katsayis Metilasyon Degeri Anlamhh}< d,l_lzeyl (iki ,020
yonlii)
N 25 25

**_ Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir (iki yonlii).

Cinsiyet = Kadin

Yapilan Spearman korelasyon testine gore kadinlarin kendi icerisinde yas ve metilasyon

oranlar1 arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulusmustur (p<0,05).

Tablo 17. Erkeklerin Kendi Arasimndaki Spearman Korelasyon Testi Sonucu

Korelasyon
Yas Metilasyon
Degeri
Korelasyon katsayisi 1,000 ,673™
Yas Anlamhh}< d.l:jzeyi (k1 000
Spearman'in yonlii)
siralama N ‘ 25 25
korelasyon Korelasyon katsayis1 ‘ ,673" 1,000
Katsays Metilasyon Degeri Anlamllh}< d.ljjzeyl (iki ,000
yOnlii)
N 25 25

**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (iki yonli).

Cinsiyet = Erkek
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Yapilan Spearman korelasyon testine gore erkeklerin kendi icerisinde yas ve metilasyon

oranlar1 arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0,05).

Ardindan yas gruplarinin birbirleri arasinda ve metilasyon degerleri arasinda anlamli bir fark

olup olmadigina bakilmak i¢in Kruskall Wallis testi yapilmistir (Tablo 18).

Tablo 18. Yas Gruplarmin Aralarindaki Kruskal Wallis Korelasyon Testi Sonucu

Yas Gruplan Kisi Sayis1 P Degeri
12-17 12
18-30 14 .
31-50 12 0,01
51-70 12

Yapilan Kruskall Wallis Yas gruplarima gore metilasyon oranlarinda istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). Bu durum yapilan korelasyon testi ile paralel sonug

gostermektedir. Metilasyon degerleri ve yas arasindaki lineer regresyon grafi§i asagida

verilmistir (Sekil 11) [60].
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R? Linear = 0,277
50007
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20 40 60 80
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Sekil 11. FHL2 Genindeki CpG Adalarina Ait Lineer Regresyon Grafigi

*Bu grafik, yas ile metilasyon degerleri arasindaki iligkiyi gosteren bir lineer regresyon
grafigidir. Elde edilen lineer regresyon ¢izgisi (siyah ¢izgi), yas arttikga metilasyon

degerlerinde bir artis egilimi oldugunu gostermektedir.

**R2 degeri, determinasyon katsayisi demektir. Bu katsay1 modelin bagimsiz degisken (yas)
tarafindan aciklanan bagimli degiskenin (metilasyon degerleri) varyansmin yiizdesini ifade
etmektedir. 0,75’ten biiyik R2? degerleri i¢in oldukga gii¢lii bir korelasyon gosterdigi

belirtilmistir [60, 61]

***0,277 degeri, metilasyon degerlerindeki varyansin yaklasik %27,7'sinin yas ile
aciklanabilecegini gosterir. Bu, orta diizeyde bir iliski oldugunu, ancak baska faktorlerin de
metilasyon degerlerini etkileyebilecegini igaret eder. Bu deger 0-0,1 arasindaysa istatistiksel
acidan anlamsiz, 0,1-0,2 arasindaysa zayif korelasyon, 0,2-0,5 arasindaysa orta diizey

korelasyon, 0,5’ten biiyiik ise yiiksek korelasyon gostermektedir [60, 61].
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5. TARTISMA

Son yillarda Adli Bilimler alaninda DNA metilasyon ¢aligmalarmin sikligi artmistir. DNA
metilasyonu kisilerin fenotipik bazi 6zelliklerine ulasilmasina olanak saglamaktadir. Ozellikle
de DNA metilasyonu ile yas tayini yapilmasi, su¢ olaylarinin aydinlatilmasina yakin gelecekte
151k tutmasi beklenen bir yenilik olarak goriilmektedir. Bu yenilik olay yerlerinde karsilasilan
biyolojik lekelerden, lekenin kaynagina ulagabilmeyi miimkiin kilabilecektir. DNA metilasyon
caligmalarinin spesifik gen bolgelerinde goriildiigii diistiniildiigii zaman FHL2 geninin, yara
tyilesmesi, inflamasyon, hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminde rol oynayan
bir gen olmasi bu geni yasa bagli DNA metilasyon c¢alismalarinda iliskilendirilebilir hale
getirmistir [49].

Bu tez calismasinda, olay yerlerinde sikca karsilasilabilen tiikiiriik lekesi orneklerine DNA
metilasyonu ile biyolojik yas tespiti ¢alismasi yapilmistir. FHL2 gen bdlgesinin DNA
metilasyonunun biyolojik yas tayininde kullanilabilirligi incelenmistir. Bu ¢alismanm amaci
FHL2 geniyle biyolojik yas arasinda anlamli bir iliski bulmaktir. Calismanin bulgulari,
literatiirde de belirtilen FHL2 gen bolgesinin yas ile olan baglantisin1 dogrulamakla birlikte, bu
baglantinin ¢esitli yas gruplar1 ve cinsiyetler arasinda nasil farklilik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

Bu tez caligmasindaki sonuglar irdelendiginde 12-17 kadin yas grubu ortalama metilasyon orani
0,467201421 (Tablo 14), 12-17 erkek yas grubu ortalama metilasyon oran: 0,494633724 (Tablo
14), 12-17 yas grubunun cinsiyetten bagimsiz olarak metilasyon orani ise 0,480917573 olarak

bulunmustur (Tablo 13).
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e 18-29 kadin yas grubu ortalama metilasyon orani1 0,514511565 (Tablo 14), 18-29 erkek
yas grubu ortalama metilasyon oran1 0,538990728 (Tablo 14), 18-29 yas grubunun
cinsiyetten bagimsiz olarak metilasyon orani ise 0,526751147 olarak bulunmustur
(Tablo 13).

e 30-49 kadin yas grubu ortalama metilasyon oran1 0,593787717 (Tablo 14), 30-49 erkek
yas grubu ortalama metilasyon orani 0,610390529 (Tablo 14), 30-49 yas grubunun
cinsiyetten bagimsiz olarak metilasyon orani ise 0,602089123 olarak bulunmustur
(Tablo 13).

e 50-70 kadn yas grubu ortalama metilasyon orani1 0,642632272 (Tablo 14), 50-70 erkek
yas grubu ortalama metilasyon orani 0,659063277 (Tablo 14), 50-70 yas grubunun
cinsiyetten bagimsiz olarak metilasyon orani ise 0,650847774 olarak bulunmustur

(Tablo 13).

Calisma kapsaminda elde edilen verilere gore, ortalama DN A metilasyon sonuglari, yas gruplar1

arasinda yas artikca metilasyon degerlerinde de bir artis goriildiiglinii gdstermektedir.

Cinsiyetten bagimsiz:

Yas gruplarmin FHL2 metilasyon seviyelerinin anlamlilik diizeylerini tespit edebilmek icin
yapilan Spearman korelasyon testi sonucuna gore (Tablo 15) p degerinin 0,05’ten kiiglik
¢ikmustir. Dolayisiyla yasa bagli anlamli bir degisiklik gozlenmistir. Istatistikte kullanilan p
degeri gdzlemlenen sonuglarin rastgele bir sansla elde edilme olasiligini, yani sifir hipotezin
dogru oldugu durumda bu sonuglarin meydana gelme olasiligini temsil etmektedir. Bu deger
0,05 olarak kabul edilmektedir, bu da testlerin %35 olasilikla yanls pozitif sonuclar verme

riskini temsil etmektedir [60].

Secilen yas gruplarinin da kendi i¢lerinde Kruskall Wallis testi ile anlamliliklar1 aragtirilmastir.

Bu test sonucunda p degeri 0,01 olarak bulunmus olup bu sonug 0,05 ten kii¢iik oldugu i¢in yas
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gruplarina gore metilasyon oranlarinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Tablo
18). Bu durum yapilan korelasyon testi ile paralel sonu¢ gostermektedir. Yas gruplarinin

icerisinde de yas arttik¢ca metilasyon degeri artar yorumu yapilabilmektedir.

Yas ile metilasyon degerleri arasindaki iligkiyi gosteren lineer regresyon grafigi sonucuna gore
yas arttikga metilasyon degerlerinde bir artis egilimi oldugunu gostermistir. Lineer regresyon
analiz R? degeri (determinasyon katsayisi) ise 0,277 olarak bulunmustur (Sekil 11). Bu deger
0-0,1 arasindaysa istatistiksel agidan anlamsiz, 0,1-0,2 arasindaysa zayif korelasyon, 0,2-0,5
arasindaysa orta diizey korelasyon, 0,5’ten biiyiik ise yiiksek korelasyon gostermektedir.

0,75’ten bilyiikk R? degerleri i¢in oldukca gii¢lii bir korelasyon gdsterdigi belirtilmistir [60, 61].

Yapilan tez calismasindaki 0,277 degeri FHL2 geni metilasyonun yas ile orta dizey

korelasyon gosterdigini gostermektedir.

Cinsiyet bazli tartisildigi zaman:

Kadm ve erkek ayrimmna bakildiginda erkeklerin kendi aralarindaki metilasyon oranlarinin

kadinlarin metilasyon oranlar1 ortalamasindan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Kadmlarm ortalama metilasyon degeri 0,554533244 olarak, erkeklerin ortalama metilasyon
degeri 0,575769564 olarak bulunmustur (Tablo 14). Bu degerler arasinda fark oldugu goriilse
de yapilan korelasyon testlerinde anlamli bir sonuca varilmamistir (Tablo 18). Dolayisiyla
FHL2 gen bolgesi metilasyon seviyelerinin yas ile baglantisinda cinsiyetin durumu
degistirmedigi soylenebilmektedir. Ancak caligilan kisi sayis1 artirilirsa cinsiyet bazinda bu

degerler anlamlilik ifade edebilecegi de gdz ard1 edilmemelidir.

Bu sonuglar FHL2 geni tizerindeki CpG’ler ile yapilan ¢calismadaki metilasyon oranlari ve yas
arasinda pozitif yonde bir korelasyon oldugunu yani FHL2 gen bdlgesinin yas tahmininde

potansiyel bir biyomarkir olarak kullanilabilecegini desteklemektedir.
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Literatiirdeki diger calismalar

Pan ve ark. 2020 yilinda yaptig1 ‘Cin popiilasyonundan alinan kan orneklerinde yasla iligkili
yedi CpG'nin adli amagli degerlendirilmesi’ adli ¢alismasinda igerisinde FHL2 geninin de
oldugu, 7 gen bolgesi kullanilarak yas tahmin modeli olusturulmustur. 230 kisinin kan 6rnegi
kullanilan bu ¢alismada yedi CpG bolgesinin tamami DNA metilasyonu ve yas arasinda gii¢lii
veya orta diizeyde bir korelasyon gostermistir. Pan ve ark. yaptiklar1 lineer regresyon sonucu
R? degeri yani determinasyon katsayis1 FHL2 geni icin 0,85 ¢ikmistir. Pan ve ark. yaptigi
caligmanin sonucundan segilen gen bolgelerinin Cin popiilasyonundan alinan kan 6rneklerinde
dogru yas tahmini i¢in kullanilabilecegini gostermistir [46]. Bu tezdeki Pan ve ark.’dan farkli
olarak tiikiiriik lekelerinde calisma yapilmis olup; R? degeri (0,27) Pan ve arkadaslarmin
caligmasindaki R degerinden daha diisiik ¢ikmustir. Bu sonu¢ FHL2 geni metilasyon oranlarinin
Cin popllasyonundan farkli bir popiilasyon olan Tiirkiye-Marmara bdlgesi populasyonunun

farkli oldugunu géstermektedir.

Filoglu ve ark. (2023) yaptiklar1 ¢alismada alkol kullanim bozuklugunun yas tahmininde
kullanilan DNA metilasyon belirtecleri tizerindeki etkisini arastrmislardir. Agiz i¢i swap ile
her hafta diizenli alkol tilketen Tiirkiye Istanbul’da ikamet eden toplam 62 kisiden drnek
alinmugtir. 19-63 yas arasindaki bu 62 kisinin 47°si erkek, 15°i kadindir. i¢lerinde FHL2 nin de
bulundugu 3 CpG gen bdlgesinde yapilan ¢caliymada regresyon grafikleri olusturulmus ve FHL2
geni igin R? degeri 0,3151 olarak bulunmustur [62]. Bu R? degeri bu tezde sigara-alkol
tilketmeyen, kronik hastalig1 olmayan ve ila¢ kullanmayan saglikli kigilerden alinan 6rneklerde
R? degeri ile karsilastirildig1 zaman (0,277) daha yiiksek bir anlamlilik diizeyi gostermistir.
Ayni1 popiilasyon olmasina ragmen verilerde elde edilen bu farklilik alkol tiikketiminin DNA

metilasyonu iizerine etkili oldugunu ve metillenme oranmi artirdigini gosteren bir sonugtur.
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Dias ve ark. (2024) yaptiklar1 calismada ise DNA metilasyon belirtegleri farkli bir yontem ile
karsilastirilmis ve iki yontemle de yas tahmin modeli olusturulmaya caligilmistir. Bu ¢aligma
icin Portekiz popiilasyonundan 42 kadin 16 erkek olmak iizere 58 kisiden kan Ornekleri
alimmustir. 1 ile 93 yaslar1 arasinda degisen kisilerden 6rnek alinmistir. Damlacik dijital PCR
(ddPCR) yontemi olarak adlandirilan bir yontem kullanarak kan Orneklerinden yas tahmini
yapmayt hedeflemislerdir. Dias ve ark, yasa bagli DNA metilasyon degisikliklerini
degerlendirmek i¢in arasinda FHL2 nin de bulundugu ¢ spesifik DNA metilasyon belirtecini
(CpG bolgesi) kullanmislardir. DAPCR teknolojisi ile bu bolgelerdeki metilasyon seviyeleri
Olciilerek, bireylerin biyolojik yasi tahmin edilmeye ¢alhisilmistir. FHL2 geni igin
determinasyon katsayis1 (R?) 0,899 olarak hesaplanmustir. Bu deger ile yiiksek dogruluk
saglayan bir metodoloji gelistirilmistir. Ayrica bu deger yaptigimiz tez ¢alismasina gore daha
yiiksek anlamlilik gostermistir (R?=0,277). Yaptigimiz tez ile karsilastirildiginda, Portekiz
popuilasyonunun farkli olmasi ve farkli bir yontem kullanilarak (ddPCR) analizlerin yapildigi
icin degerlerin farkli ¢ikmis olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica yas gruplar1 genis tutuldugu i¢in

anlamlilik diizeyi artmistir yorumu yapilabilir [9].

Hong ve ark. (2017) yaptig1 calismada ise, tiikiiriik 6rneklerinden DNA metilasyonuna dayali
yas tahmini lizerine odaklanmaktadir. Arastrmada; Hong yas tahmini i¢in FHL2 geni dahil 7
CpG belirteci kullanmistir. 226 tukirik 6rneginin DNA metilasyon profilleri olusturulmustur.
Bu caligmada tahmin edilen yas ile kronolojik yas arasinda %94,5'lik bir korelasyon
bulunmustur. Bu ¢alismada R? degeri 0, 634 bulunmus olup yaptigimiz tez galismasindan daha
anlamli bir istatistik gostermistir (0,277). Determinasyon katsayilar1 arasindaki fark bu tezde
kullanilan goniillii sayismin daha az olusu ve popiilasyon farkindan kaynaklanmis olabilecegi

degerlendirilmistir [45].
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6. SONUC
Adli bilimlerde DNA metilasyon g¢aligmalari, olay yerlerinde bulunan ve kime ait oldugu
bulunamayan bir biyolojik 6rnegin sahibinin yaklasik olarak yas araligini belirlemek {izere
yapilmaktadir. Bu alanda yapilan diger calismalar ve bu tez calismast da FHL2 geni
metilasyonun yas ile baglantisinin oldugu ve biyolojik bir lekenin sahibinin yagini belli bir

aralikta verebilecegini destekleyen calismalardir.

Bu tez calismasi tiklrik lekelerinden elde edilen DNA’daki FHL2 gen bdlgesinin CpG
adaciklarmin analizi sonucu elde edilen metilasyon oranlarina gore, yas arttikca metilasyon
degerlerinde bir artis egilimi oldugunu goéstermistir. Lineer regresyon analiz R? degeri

(determinasyon katsayisi) ise 0,277 olarak bulunmustur. Bu deger FHL2 geni metilasyonun yas

ile orta diizey korelasyon gosterdigini ortaya koymustur. Bu sonuclar FHL2 geni tizerindeki
CpG’ler ile yapilan ¢aligmadaki metilasyon oranlar1 ve yas arasinda pozitif yonde bir
korelasyon oldugunu yani FHL2 gen bdlgesinin yas tahmininde potansiyel bir biyomarkir
olarak kullanilabilecegini desteklemektedir. Bu da sorusturmalarin 6niiniin agilmasina ve sugla

fail arasinda baglant1 kurulup adaletin tecellisine katki saglayacaktir.

Sonug olarak, bu ¢alisma FHL2 metilasyonunun adli bilimlerde yas tahmini i¢in kullanilabilir
bir yontem oldugunu ortaya koymustur. Ancak, FHL2 gen bolgesinin farkli popiilasyonlarda
ve cesitli biyolojik drneklerdeki metilasyon profillerinin daha genis kapsamli ¢alismalarda ele
alinmasi, bu biyomarkirm giivenilirligini ve gecerliligini artiracaktir. Ayrica, diger epigenetik
markirlarm da dahil edilerek yas tahmin modellerinde tahmin giiciiniin artirilmast

calismalarinin devami dnerilmektedir.
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