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OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Son zamanlarda bircok alanda kullanilan epigenetik mekanizmalardan biri DNA
metilasyonudur. Adli arastirmalarda, DNA metilasyonu doku/hiicre tipi tanimlamasi, cinsiyet
tayini, yas tahmini ve monozigotik ikizlerin ay1rt edilmesinde kullanilabilmektedir. Son yillarda
yas tahminiyle ilgili ¢esitli arastirmacilar tarafindan farkli viicut dokularma 6zgii yas tahmin
panelleri gelistirilmistir. Bu g¢aligmalarda gelistirilen panellerin genellikle farkli ¢evresel
kosullarda ¢aligilarak olay yerinden gelen orneklerin profilleme basarisi test edilmektedir.
Ciinkii adli vakalarda toplanan biyolojik deliller genellikle eser miktarda, uzun siire beklemis
ve ¢esitli cevresel faktorler nedeniyle bozunmus DNA igerebilmektedir.

Bu tez calismasinda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa-Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii AR-
GE laboratuvarinda gelistirilen 8 CpG bolgesini i¢eren yas tahmin panelinin yas1 farkli 3
kisiden alinan kan 6rnekleri ile 3 farkl1 ylizeyde farkli siirelerde bekletilen drneklerdeki basarisi
ve UV, 1s1 gibi cgesitli ¢evresel faktorlerin sinir araliklarinin bulunmasinin yaninda PCR
inhibitdrlerinin 6nemli konsantrasyon miktarlari tespit edilmistir. Tasarlanan tiim bu 6rnekler,
gelistirilmis olan 8 CpG bdlgeli (ELOVL2, ASPA, TOMILI1, Clorf132, RASSFS5, FHL2,
CCDC102B ve cg07082267) yas tayin modeli ile SNaPshot yontemi kullanilarak metilasyon
profilleri belirlenerek yas tahmini yapilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 6 aya kadar farkli ylizeylerde beklemis 6rneklerden yas tahmin
analizi yapilabildigi, 30 dakika UV’ye maruziyette bir 6rnek i¢in lokus kayiplar1 gériilmesinden
kaynakli yas tahmini yapilamamasina ragmen diger iki 6rnekte kayip olmadigi i¢in yas tahmini
yapildigi, 60 dakika UV’ye maruziyette bir 6rnek hari¢ yas tahmini yapilamadigi, 95 °C’ye 15
dakikalik maruziyette de lokus kayiplar1 nedeniyle yas tahmini yapilamadigi goriilmiistiir.
4mM’dan 100mM’lik indigo konsantrasyonuna kadar calisilan her konsantrasyonda yas

tahmini yapilirken, hiimik asidin 125 ng/uL konsantrasyonu ve iistiinde kosantrasyonlarda yas



tahmini yapilamamistir. 100ng/ul hiimik asit konsantrasyonunda ise sonu¢ alinmasina ragmen
yas tahminindeki sapma orani1 yliksek oldugu i¢in giivenilir bir sonu¢ alinamamugtir.

Sonug olarak elde edilen veriler gz oniine alindiginda 6 ay boyunca bekleyen 6rneklerden
sonu¢ almabilmektedir. Inhibitorlerin etkisine baktigimizda ise hiimik asidin az miktardaki
kosantrasyonlar bile biiyiik etki gosterirken indigoda yliksek konsantrasyonlarda dahi sonug
almabilmigtir. 95 °C’lik 1s1ya maruziyet ise yas tahmin analizini UV’ye oranla daha fazla
etkilemektedir. Farkli cevresel faktorler agisindan daha kapsamli bir calisma yapilmasi

gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA Metilasyonu, Yas Tayini, Olay Yeri Ornekleri, Cevresel Kosullar



SUMMARY

One of the epigenetic mechanisms that has been used in many fields recently is DNA
methylation. In forensic research, DNA methylation can be used in tissue/cell type
identification, gender determination, age estimation and discrimination of monozygotic twins.
In recent years, age estimation panels specific to different body tissues have been developed by
various researchers regarding age estimation. The panels developed in these studies are
generally tested under different environmental conditions to test the profiling success of
samples from the crime scene. Because biological evidence collected in forensic cases often
contains trace amounts of DNA that has been stored for a long time and has been degraded due
to various environmental factors.

In this thesis study, the success of the age estimation panel containing 8 CpG sites developed
in the R&D laboratory of Istanbul University-Cerrahpasa-Forensic Medicine and Forensic
Sciences Institute on blood samples taken from 3 people of different ages and samples kept on
3 different surfaces for different periods of time and the success of various environmental
factors such as UV and heat. In addition to finding limit ranges, significant concentrations of
PCR inhibitors have been determined. The age of all these designed samples was estimated by
determining their methylation profiles using the SNaPshot method with the developed age
determination model with 8 CpG sites (ELOVL2, ASPA, TOMILI1, Clorfl132, RASSFS5,
FHL2, CCDC102B and cg07082267).

According to the results obtained, age estimation analysis was performed on samples stored on
different surfaces for up to 6 months. Although age estimation could not be made for one sample
due to locus losses observed in 30 minutes of UV exposure, age estimation was made in the
other two samples because there was no loss. It was observed that after 60 minutes of exposure
to UV, age estimation could not be made except for a single sample, and after 15 minutes of

exposure to 95 °C, age estimation could not be made due to locus losses. While age estimation



was made at every concentration examined from 4 mM to 100 mM indigo concentration, age
estimation could not be made at humic acid concentrations of 125 ng/uL. and above. Although
results were obtained at a humic acid concentration of 100ng/pl, a reliable result could not be
obtained due to the high rate of deviation in age estimation.

Considering the data obtained, results can also be obtained from samples kept for 6 months.
When we look at the effect of inhibitors, even small concentrations of humic acid have a great
effect, while results can be obtained even at high concentrations of indigo. Exposure to 95 °C
heat affects age estimation analysis more than UV. It is thought that a more comprehensive

study should be conducted in terms of different environmental factors.

Keywords: DNA Methylation, Age Determination, Crime Scene Samples, Environmental

Conditions



1. GIRIS VE AMAC

1940’larda Conrad Waddington tarafindan ortaya atilan epigenetik kavrami, genlerin
calismasini etkileyen fakat DNA yapisinda herhangi bir degisiklik gézlemlenmeyen ve gen
ekpresyonunu kontrol eden mekanizmalar olarak bilinmektedir (1,2). Cevresel faktorler
sonucunda, DNA'nin metilasyonu, ¢esitli histon modifikasyonlar1 ve diizenleyici kodlamayan
RNA molekiillerinin ekspresyonu (miRNA) gibi epigenetik mekanizmalarin katilimiyla
poplilasyonda bir fenotip spektrumu olusturulur. Bu mekanizmalarin bireyleraras: farklilik
gostermesi nedeniyle bir¢ok bilimsel alanda yapilan ¢alismalarin odagina girmeyi basarmistir
(3).

Epigenetik mekanizmalarin kesfinden sonra bircok bilim dalinda yeni bir ¢aligma alani
olusturdugu gibi adli bilimlerin de birgok alaninda kullanilmaya baslanmistir. Adli toksikoloji,
adli antropoloji, yas tayini, soy tayini, monozigot ikizlerin ayrimi, kiginin yasam aligkanliklar1
ve viicut sivilarin kimliklendirilmesi gibi adli bilimler agisindan 6nem tasiyan bir¢cok alanda
epigenetik caligsmalardan yararlanildig bilinmektedir (3).

En 6nemli epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz
(DNMT) enzimi ile CpG adalarinda bulunan sitozine bir metil grubunun eklenmesi ile
gerceklesir. CpG adaciklarinin metillenmesi ile transkripsiyon faktorlerinin ve transkripsiyon
mekanizmalarimin fonksiyonu engellendiginden ilgili gen susturularak ifadesi engellenir
(3,4,5).

Epigenetik mekanizmalar fetal donemde baslar ve yasam boyunca devam eder. Insanlar
yaslandikca, farkli c¢evresel faktorlere maruz kalmalart sonucunda epigenetik profilleri
degismektedir. (6,7). Son yillarda yas tayininde kullanilan bir¢ok gen bolgesindeki CpG
alanlarindaki DNA metilasyon seviyelerinin analizine dayali yas tayinine yonelik bir¢ok panel
ve kit gelistirilmigtir (8,9). Gelistirilen bu panel ve kitlerin adli arastirmalarda aktif olarak

kullanilabilmesi ic¢in  gecerliliklerinin  yapilmast ve uygulanabilirliginin  dlgiilmesi



gerekmektedir. Bu alanda yiiriitilen calismalar genelde secilen epigenetik belirteglerin
duyarlilig1, insan 6zgiilliigii ve stabilitesi ile ilgili veri elde etmek, kosullarini ve sinirlamalarini
belirlemek icin gelisimsel dogrulama caligmalar1 yapilmasi yéniindedir. Ozellikle de adli
ornekler simiile edilip, gelistirilen panelin bozunmus 6rneklerdeki basarisini 6lgmek adli
calismalar icin biiyilk 6nem tasimaktadir. Ciinkii adli numuneler genellikle cevresel ve
kimyasal saldirilara maruz kalir ve PCR inhibitorleri olarak islev gorebilecek safsizliklar
baridirabilir. Bu nedenle kontrole ve validasyona dayali ¢aligmalar, gelistirilen panelin

giivenilirligi ve kullanilabilirligi agisindan 6nemlidir (10,11,12,13).

Bu tez calismasinda, 1.U.C Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli genetik AR-GE
Laboratuvarinda gelistirilen DNA metilasyonu ile yas tayini panelinin ¢esitli cevre kosullari ile
degrade olmus drneklerdeki profilleme basarisin1 6lgmektir. Bunun i¢in farkli yas gruplarinda
olan bireylerden kan numuneleri toplanarak adli vaka ornekleri simiile edilmistir (kumas
iistiinde, kesici materyal iistiinde, ¢arsaf listiinde vb.). Toplanan 6rnekler cesitli ¢evre kosullari
ile (UV, inhibitdrler, 1s1 vb.) degrade edilmis ve sonrasinda analiz edilmistir. Analiz sonucunda
elde edilen veriler yorumlanmis ve gelistirilen panelin adli vakalarda kullanilabilirligi

tartisilmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.ADLI GENETIK VE DNA

Adli bir vaka oldugunda en temel amag, olay1 ¢oziimlemek ve suglulari tespit etmektir. Bu
nedenle de farkli bilim dallarinin 15181nda gelistirilen ¢esitli yontem ve tekniklerle adli vakalar
coziimlenebilmektedir. Bu alanda en efektif sekilde kullanilan bilim dallarindan biri de genetik
bilimidir. Adli genetik kapsaminda yapilan ve kesfedilen her yeni bulus, adli bilimlerin de
olaylar1 ¢oziip failleri bulmasini hizlandirmaktadar.

Bir adli olgunun ¢ézlimlenmesi, ancak olay yerinde bulunan delillerin 15181nda gerceklestirilir.
Parmak izi, atis artiklari, iz deliller ve en 6nemlisi de DNA delillerinin analizi ile fail tespit
edilmektedir. Adli genetik acisindan en 6nemli olan deliller ise DNA igeren delillerdir ve elde
edilen DNA delillerinden bir DNA profili ¢gikarmak adli genetik¢inin temel amaglarindan biridir
(14,15).

Okaryotlarda hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA, ¢ift sarmalli yapisiyla negatif yiiklii bir
poliniikleotiddir. Bu iki iplik hidrojen baglariyla birbirine baglidir. DNA’nin temel bilesenleri
5 karbonlu bir seker olan deoksiriboz, fosfat grubu ve azotlu organik bazlardir (Adenin, Guanin,

Sitozin ve Timin) (16,17) (Sekil 1).
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Sekil 1: DNA’nim Yapisi (18)

DNA, cevresel etmenler nedeni ile bozunmaya miisait olup ¢esitli fiziksel ajanlara ve kimyasal
reaksiyonlara maruz kalmaktadir. DNA analizi, suglar, kitlesel felaketler ve teror saldirilart gibi
cesitli olaylarda insan kimliginin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (17).
Gelisen teknoloji, yontem ve teknikler ile kisinin az miktarda bile olsa DNA’sinin bulunmasi
ile kimliklendirme yapilip suclunun tespiti saglanabilmektedir (15,19,20,21). DNA
analizindeki ilerlemeler ve mevcut belirteclerin sayisinin artmasiyla, yiiksek oranda hasar
gormiis kanit 6rneklerinden basarili DNA profilleri elde edilebilir (22). Fakat siipheli birinin
olmadig1 vakalarda elde edilen DNA profili ile karsilastirilma yapilamamaktadir. O yilizden
suglu tespiti i¢in elde edilen DNA delillerinden fail ile ilgili daha fazla bilgi edinmek
gerekmektedir. Son donemlerde SNP ve DNA metilasyon belirtecleri alaninda caligsmalar
artmistir. SNP belirtegleri ile kisinin fiziksel 6zellikleri (sa¢ rengi, ten rengi, géz rengi, sag
yapisi) belirlenmektedir. DNA metilasyon belirteclerindeki gelismeler ile kisinin yagi tayin
edilebilmektedir. Tiim bu belirtecler ile belirli bir su¢lu olmamasina ragmen siipheli havuzu
daraltilabilir. Bu nedenle DNA ile ilgili yapilan her kesif adli bilimler agisindan da énemlidir

(23,24,25).



2.2.EPIGENETIK
Yeni bir bilim dali olmasina ragmen epigenetigin kesfinden sonra bilim camiasinin gozleri
epigenetik arastirmalara ve yeni kesiflere yonelmistir. Epigenetik {izerine yapilan aragtirmalar
ve kesifler adli bilimlerde de bir¢ok konuyu yeniden arastirmaya itmistir. Yas tayini, monozigot
ikizlerin ayrimi ve viicut sivilarinin kimliklendirilmesi gibi bir¢ok adli bilimler i¢in énem
tasiyan konularda epigenetigin yeri ve dneminin biiyilik oldugu goriilmektedir.
Epigenetik kavrami ilk olarak 1940’larda Conrad Waddington tarafindan, gelisim esnasinda
genotipin fenotipi nasil olusturdugunu inceleyen bilim dali olarak tanimlanmistir (1,2).
Epigenetik, ¢evre ve genomu birbirine baglayan kopriidiir ve kisaca DNA dizilimindeki
degisikliklerle agiklanamayan gen islevinde kalitsal degisiklikler olarak tanimlanabilir (4).
Diger bir deyisle, genlerin ¢aligmasini etkileyen fakat DNA yapisinda herhangi bir degisiklik
gbézlemlenmeyen ve gen ekpresyonunu kontrol eden mekanizmalardir. Bu mekanizmalar,
genlerin susturulmasi veya aktive edilmesinde énemli rollere sahiptir (2). Bu modifikasyonlar
kalitsaldir ve mutasyonlardan farkli olarak geri dontigiimlii olmalaridir. Kisinin sahip olduklari
yasam aligkanliklar1 (beslenme, spor yapma, sigara kullanimu, alkol tiiketimi, bagimliliklar vb.)
bireyler aras1 farklilik gdsterir (24,26).
Cevresel faktorler, DNA'nin kovalent modifikasyonu (metilasyon), histonlar ve mikroRNA'lar
(miRNA'lar) gibi diizenleyici kodlamayan RNA molekiillerinin ekspresyonu gibi epigenetik
mekanizmalarin  katilimiyla popiilasyonda bir fenotip spektrumu olusturur. Epigenetik
mekanizmalardan biri olan DNA'nin metilasyonu, transkripsiyon faktorlerine ve transkripsiyon
mekanizmasina bir engel olusturur. Histon proteinlerinin translasyon sonras1 modifikasyonlari
ise kromatinin yogunlagsmasini etkiler ve boylece farkli modifikasyonlar ile heterokromatin ve
Okromatinleri olusturur. Kodlanmayan RNA’lardan olan miRNA’lar ise post transkripsiyon
asamasinda hedef mRNA’larin bozunmasina yol acarak gen ekspresyonunu belli diizeyde

engeller (27) (Sekil 2). Ayni zamanda bu mekanizmalar sayesinde embriyogenez agamasinda



farklt doku ve hiicrelerin olusmas1 saglanir (24,25,28). Hiicrelerin hayatta kalmasi, bilyiimesi
ve farklilagmasi, spesifik genlerin epigenetik durumundaki degisiklikler tarafindan diizenlenir

(26,29).
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Sekil 2: Epigenetik Mekanizmalar (30)

Epigenetik, adli bilimlerde doku tanimlanmas1 ve yas tayininde kullanildig1 gibi olay yerine
yapay olarak birakilmis sentetik DNA’larin tespitinde de kullanilmaktadir. Sentetik DNA’lar
epigenetik profiller ve metilasyon profilleri icermediginden epigenetik analizler ile ayirt
edilebilir (24,31).

Gelecekte, olay yeri izlerinden bir ‘Epigenomik Parmak izi’ olusturulmas: ve adli vakalarm
¢oziimlemesinin bu izler sayesinde yapilacagi diisiiniilmektedir (29). Ayni zamanda elde edilen
DNA delillerinden kisinin alkol, sigara kullanimi, uyusturucu bagimliliklar1 ve beslenme gibi

aligkanliklarinin tespit edilecegi diistiniilmektedir (24,32).
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2.2.1. EPIGENETIK MEKANIiZMALAR

Epigenetik mekanizmalarin ana islevi, genlerin susturulmasi veya aktive edilmesidir.
Epigenetik mekanizmalar, niikleozomlar arasi araliklar1 ve yogunlasma derecelerini kontrol
eder, boylece genin aktif olup olmama durumu belirlenir. Kromatinin inaktive edilmis,
yogunlagtirtlmis olmasindan kaynakli genlerin susturuldugu ve bdylece genlerin
transkripsiyonunun olmadig1 bolgeler heterokromatin olarak adlandirilir. Yogunlagtirilmamais,
acik durumda olan, genlerin aktivitesine olanak taniyan ve bdylece genlerin transkripsiyona
miisait oldugu bolgeler ise dkromatin olarak adlandirilir. Kromatinler, heterokromatin ve
okromatin bolgeler arasinda birgok farkli sekilde bulunur. Bu araliklarin diizenlenmesi spesifik
genlerin etrafindaki ve ayni1 zamanda genik olmayan bolgelerdeki kromatin, bir takim kompeks
biyokimyasal siire¢ler ile kontrol edilir. Bunlar, histonlarin g¢esitli modifikasyonlari
(metilasyon, asetilasyon, ubikiitilasyon, fosforilasyon), DNA metilasyonu, kromatin
modellemede gorev alan genis protein aileleri ve kodlanmayan RNA’lardir (33) (Sekil 3).

Epigenetik mekanizmalar kapsaminda gerceklesen bu modifikasyonlar, modifikasyonun
dogasina ve cesitli amino asit modifikasyonuna bagli olarak hem gen susturma hem de gen
aktivasyonuyla iligkilidir (2,34). Epigenetik mekanizmalar hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu diizenler. DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve kromatin yapist gen ekspresyonunu kontrol ederken, interferans RNA'lar
gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi modiile etmektedir (5). Gergeklesen epigenetik

mekanizmalar sonucunda transkripsiyon asamasi ya baskilanir ya da aktive olur.
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Sekil 3: Epigenetik Mekanizmalarin Sematik Gosterimi (35)

DNA, histon proteinleri (H2A, H2B, H3 ve H4) ile sikica paketlenmis halde bulunmaktadir.
Histon proteinlerinin N-terminal ucuna eklenen ¢esitli biyokimyasal gruplar ile meydana gelen
yapisal degisiklikler histon modifikasyonlar1 olarak adlandirilmaktadir. (24,36) Histon
modifikasyonlarindan histon proteininin asetilasyonu, pozitif yiiklerinin kaybina neden olarak,
histonlar ile DNA arasindaki afiniteyi azaltir. Bu nedenle, histon asetilasyonu transkripsiyonu

artirabilirken histon deasetilasyonu transkripsiyonu baskilayabilir (37) (Sekil 4).
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Sekil 4: Histon Modifikasyonlar1 (38)

Baska bir epigenetik mekanizma olan kromatinin yeniden diizenlenmesi, ATP’nin hidrolizi
sayesinde ¢ikan enerji ile niizleozomlarin hareket etmesi, histon modifikasyonlar1 ve kromatin

diizenleyicilerin kontroliinde gerceklesir (24,28).

Kodlanmayan RNA’lar ise translasyon asamasinda proteine doniismeyen ama gen
ekspresyonunu kontrol eden mekanizmalardir. Uzun ncRNA, mikroRNA, kiiclik interferans
RNA ve piwi etkilesimli RNA kodlanmayan RNA’lar olarak bilinmektedir (24,39).
Kodlanmayan RNA’lardan en 6nemlisi miRNA’lardir. miRNA’lar hedeflenen mRNA'lara

baglanarak ya translasyonlarini inhibe eder ya da bozulmalarina neden olur (33).

13



Epigenetik siire¢ler arasinda damgalama, yeniden programlama, gen susturma, X kromozomu
inaktivasyonu ve karsinogenez yer alir (15,26,40,41). X Kromozomu inaktivasyonu, erken
embriyogenezde rastgele secilen bir X kromozomunun heterokromatizinasyon gecirerek inaktif
olmasidir. Bu siireg DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu sayesinde ger¢eklesmektedir

(2,42,43).

Kromatin yap1 degisiklikleri veya histon modifikasyonlar1 gibi diger epigenetik
modifikasyonlara kiyasla, DNA metilasyonu hem in vitro stabilite hem de gerekli DNA
miktarlart agisindan yiiksek hassasiyet nedeniyle adli bilimlerde diger epigenetik
mekanizmalara oranla daha ¢ok tercih edilmektedir. Adli arastirmalarda, diferansiyel DNA
metilasyon profilleri doku/hiicre tipi tanimlamasi, cinsiyet tayini ve yas tahmini ayrica

monozigotik ikizleri ayirt etmek i¢in ¢alisilmaktadir (44-48).

DNA metilasyonuna asagidaki baslikta daha ayrintili olarak deginilmistir.

2.2.2. DNA METILASYONU

En 6nemli epigenetik mekanizmalardan olan DNA metilasyonu, en ¢ok calisilan epigenetik
mekanizmadir. DNA metiltransferaz (DNMT) enzimi ile CpG adaciklarinda bulunan sitozine
bir metil grubunun ilave edilmesi ile gergeklesir. DNA metilasyonu, gen anlatiminin
diizenlenmesinde kullanilan ve embriyo doneminden baslayip yasam boyunca devam eden en

Oonemli epigenetik belirtectir (15,24) (Sekil 5).

Metilasyon reaksiyonu, bir molekiile metil grubunun (CHs) enzimatik olarak eklenmesidir.
DNA’nin metilasyonu, DNA metiltransferaz enzimi sayesinde sitozin niikleotidinin 5’ ucuna
metil eklenmesi ile olur. DNA’ya eklenen metil grubunun kaynagi S-Adenozil Metiyonin
(SAM)’dir (24,49). DNA metilasyonu, bakterilerde immiin tanimada yer alirken, 6karyotlarda

genomun yapisini ve ekspresyonunu diizenler. Omurgalilarda metilasyon tiim genom boyunca
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meydana gelirken, bitkiler ve omurgasizlar sadece spesifik genomik elementlerin hedeflendigi
mozaik metilasyon modelleri olusturmaktadir. DNA metilasyonu, uzamay1 degil transkripsiyon

baslangicini bloke eder (22, 50, 51, 52).
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Sekil 5: DNA Metilasyonu (53)

CpG adaciklari, 1000bg¢ uzunlugunda ve gen anlatiminin baslangict olan promotor bolgelerce
zengin alanlardir. DNA metilasyonu, CpG adaciklarindaki sitozinin metillenmesi ile
gerceklesmektedir (24,54). Insan genomunda, toplam CpG'nin %70-80'i metillenmistir ve
metillenmemis CpG'nin ¢ogu, genlerin 5' ucundaki CpG adasinda kiimelenmistir (55,56). CpG

adalarmin metillenmesi gen susturma ile iligkilidir (4,5) (Sekil 6).
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Sekil 6: DNA Metilasyonunda CpG Adaciklari (57)
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Degisken DNA metilasyonunun altinda yatan faktorler arasinda hiicre farklilagmasi, yaslanma,
genetik cesitlilik, diyet, sigara kullanimi, giines 15181, UV radyasyonu, patojen enfeksiyonu,

egzersiz, alkol tiiketimi, stres vb. ¢evresel maruziyetler yer alir (55).

DNA metilasyon profilleri, CpG adaciklarindaki metil gruplarinin analizi ile olusturulmaktadir.
DNA metilasyonu gen transkripsiyonu lizerinde baskilayici bir etki yaparken (hipermetilasyon)

DNA’nin demetilasyonu (hipometilasyon) ise transkripsiyonu aktive eder (33).

DNA metilasyonunun bireysel yasam tarzi, fiziksel goriiniim lizerine etkileri oldugu gibi kisinin
sosyoekonomik durumu, beslenmesi, fiziksel aktifligi, sigara ve alkol kullanimi, uyusturucu
gibi ¢esitli bagimliliklar ile ilgili bilgileri de a¢iga ¢ikardigi bilinmektedir. Bu nedenle kisinin
DNA metilasyon profilinden kisi ve kisinin hayati ile ilgili bilgiler edinilmektedir. Adli olgular
acisindan bakildiginda da olay yerinde bulunan biyolojik bir delilin analizi ile sug¢lar1 ¢6zmek

ve slipheli havuzunu daraltmak i¢in yararl bir belirte¢ haline gelmistir (22, 44, 58, 59, 60).

2.3.YASLANMA VE ADLI BILIMLERDE YAS TAYINi

Yaslanma, biyokimyasal siiregler ve genetik yollar ile diizenlenip kontrol edilen, gevresel
faktorlerin de etkisi ile dogal olarak meydana gelen, hiicre, doku, organ ve sistem diizeyinde
yapisal ve islevsel degisimler seklinde gozlenen, engellenemeyen, evrensel bir siiregtir. Yaslilik

stirecinde fizyolojik biitiinliik azalir ve islev gdremez hale gelir (24, 25, 61, 62, 63).

Her canli i¢in gerceklesen bu siireg, bireyler arasinda fenotip olarak farklilik gostermektedir.
Bu yaghilikta goriilen fenotipik farkliliklarin nedeni kisilerin genetik altyapilari, sosyal gevresi
ve yasam tarzi gibi faktorlerden kaynaklidir. Kisilerin dogumdan itibaren gecen yillar
(kronolojik yas) ayni olmasina ragmen, biyolojik yaslarinda farkliliklar goriilebilir (25, 29, 64).
Yaglanma siirecini arastiran Lopez-Otin (2013) ve arkadaslari, yaslanmanin dokuz 6zelligini

belirlemiglerdir. Bu o6zellikler genomik istikrarsizlik, telomer yipranmasi, epigenetik
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degisiklikler, proteostaz kaybi, diizensiz beslenme, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
hiicresel yaslanma, kok hiicre tiikkenmesi ve hiicreler arasi iletisimin degismesi seklinde
sayilabilir. Bu 6zellikler birbiriyle baglantili olup yaslanma siirecine ve ortaya ¢ikan fenotipe
birlikte katkida bulunurlar (25,55,63).

Adli bilimler i¢in yas tayini, énemli olup herhangi bir siiphelinin olmadig1 durumlarda delillerin
analizi ile yas tayin edilerek siipheli havuzu daraltilir. Kimligi belirlenemeyen cesetlerin yasi
bulunarak kisinin arandigi aralik kiigiiltiiliir. Go¢menlik veya miiltecilik hukuk davalar
(kisilerin kimliginin ve yasinin net olmadigi durumlarda), yasayan fakat yasi bilinmeyen
kisilerin yaslarinin dogrulanmasi ve antropolojik c¢alismalar olmak iizere bir¢ok alanda
kullanilir (11, 22, 25, 65- 68).

Geleneksel olarak, adli tipta yas tahmini insan kemiklerinin ve dislerinin morfolojisinin
incelenmesiyle gerceklesmektedir. Fakat bu analiz, iskelet kalintilarinin bulundugu vakalarla
sinirlidir ve deneyimli uzmanlar tarafindan yapilmalidir. Bu nedenle birgok arastirmaci, sug
mahallinde bulunan ¢esitli dokular ve viicut stvilar1 gibi biyolojik materyallerden yas tahminine

odaklanmistir (11,69).

Yas tahmininde kullanilmak iizere g¢esitli biyolojik belirtegler belirlenmistir. Telomer
kisalmasi, sinyal bilesimli T reseptor eksizyon dongiisii (sjTREC'ler), ileri glikasyon
rtinlerinin  birikimi, aspartik asit rasemizasyonu ve DNA metilasyonu bu belirtecler
arasindadir. Bu belirteglerin yasla baglantis1 bilindigi gibi ¢ogunun diisiik dogruluk ve belirli
dokularda goriilmesi nedeniyle uygulamadaki potansiyeli sinirlidir. Ayni zamanda adli
laboratuvarlarda uygulanmasini zorlastiran teknik problemler mevcuttur (3,25,70,71,72). Bu
belirtegler arasinda en umut verici yas tahmini biyobelirteci olarak DNA metilasyonu

goriilmektedir (22).
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2.3.1. DNA METILASYONU iLE YAS TAYINIi

Yas, adli sorusturmalar i¢in en degerli 6zelliklerden biridir, ¢linkii bilinmeyen bir kiginin
goriiniimiine dair ipuglar1 verebilir ve olast siipheli sayisini azaltabilir. Bu nedenle yas tayininde
kullanilmak tizere bir¢ok biyolojik belirte¢ belirlenmistir; fakat uygulamadaki zorluklar ve
diisiik dogruluk gostermeleri nedeni ile ¢ogu tercih edilmemektedir. Kesfedilen belirtecler
arasinda en ¢ok umut veren DNA metilasyon belirtegleridir. Son zamanlarda yapilan birkag
calismada, insanlarda kronolojik yas1 tahmin etmek icin yasla yiiksek oranda iligkili olan birden
fazla CpG bolgesinde metilasyon dl¢iimleri kullanilmaya baslanmistir (55).

Ciinkii epigenetik modeller fetal donemden baslar ve yasam boyu da devam eder. Bu nedenle
yas analizlerinde bir belirteg¢ olarak kullanilabilir (24). Ayrintili bir sekilde arastirilan DNA
metilasyonunun, erken yasamda artip, ileri yasamda ise kayiplar gosterdigi belirlenmistir.
Insanlar yaslandikca, epigenetik yapilari farkli cevresel faktorlere maruz kalmalar sonucunda
degismektedir (6,7). Bu degisimler epigenetik siirliklenme ve epigenetik saat terimleriyle
aciklanmaktadir. Epigenetik siiriiklenme, DNA metilasyonunun aktarilmasi ve siirdiiriilmesi
sirasinda gerceklesen kiigiik hatalarin rastlantisal olarak birikmesinden kaynaklanir. Kronolojik
olarak ayni yasta olan kisiler arasinda goriilen epigenom uyumsuzluklardir. Kisiden kisiye
degisen yasam bic¢imi, sigara kullanimi, beslenme aligkanliklar1 ve fiziksel aktivite gibi
faktorlerden kaynakli oldugu bilinmektedir (22,73,74). Epigenetik saat ise, kisiler arasi yas

kaynakli gozlenen DNA metilasyon modellerindeki farkliliklardir (22,3, 55, 24).

Yapilan bir¢cok ¢alisma sonucunda Horvath ve arkadaslari, acik erisim kaynaklari araciligiyla
elde edilen 51 farkli doku tiiriinii de iceren 7844 veri setini arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmada
numuneler, tam genom metilasyon dizileri kullanilarak analiz edilmis ve ayni zamanda ¢ok

degiskenli regresyon analizi kullanilarak modellenmistir. Yapilan arastirmanin sonucunda ise
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353 CpG bolgesini hedefleyen bir model elde edilmis ve ¢alismada 3,5 yillik bir hata pay1
oldugu goriilmiistiir (47, 75).

Fakat genom ¢apinda bir DNA metilasyon analizi, 6nemli miktarda DNA, zaman ve g¢aba
gerektirmektedir. Yalnizca birkag CpG bolgesini kullanan bir analiz ydnteminin, genom
capinda elde edilen metilasyon profili kadar dogruluk saglayabilmesi, adli vakalar i¢in oldukga
Oonemlidir. Zbiec-Piekarska ve arkadaslar1 (78), ELOVL2 geninde iki CpG kullanarak, 6.85
yillik bir tahmin hatasi ve 5.03 yillik kronolojik yastan ortalama mutlak sapma (MAD) ile kan
icin bir yag tahmin modeli bildirmistir. Daha sonrasinda, ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14
ve FHL2 genlerinin bes CpG'sinden olusan bir modelin, kronolojik yas1 3,9 olan bir MAD ile
kanda gelismis bir tahmin dogruluguna sahip oldugunu da gostermislerdir (77). Park ve
arkadaslar1 da (76) ayrica ELOVL2, ZNF423 ve CCDC102B genlerinin ii¢ CpG'sini kullanarak
kan i¢in yas tahmini modeli bildirmis ve olusturulan bu modelle kronolojik yastan 3,4 yillik
sapmayla bir tahmin dogrulugu saglamistir (76,77,78,79).

Her arastirma sonucunda yas ile baglantili genler ve CpG bdélgeleri kesfedilmeye devam
etmektedir. Diploid insan genomunun tiimii potansiyel olarak degisebilen olduk¢a fazla CpG
icerdigi diislintildiigiinde, DNA metilasyon varyasyonunun tamami potansiyel olarak muazzam
oldugu icin kesfedilmeye devam etmektedir (22,80). Kisacas1 adli tip ve genetik alanlarindaki
birgok arastirmaci, DNA metilasyon analizinin, kronolojik yastan 5 yildan daha az bir ortalama
mutlak sapma (MAD) dogrulugu ile yasi tahmin etmenin en giivenilir yontemi oldugunu
bildirmistir (72,76,77). Bu nedenle DNA metilasyonu 6zellikle yas tahmini i¢in 6nemli ve hala

gelistirilmeye acik bir biyobelirtegtir.
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2.4. ADLi OLAY YERI ORNEKLERi

Adli bir olay gerceklestiginde olay yerinden toplanan deliller, olayin ¢dziimlenmesi igin
onemlidir. Olay yerinden toplanan deliller cogunlukla, eser miktarda, birden fazla kisiye ait,
karmasik ve cevresel kosullar nedeni ile degrade olmus delillerdir. Ayrica bu deliller, olay
yerinde uzun siire kalip ¢esitli ¢cevresel etmenlere (1s1, nem, UV gibi) maruz kalabilir. Bu
nedenle analizi olduk¢a zordur. Elde edilen delildeki DNA miktarinin az olmasi, birden fazla
kisinin DNA profilini igermesi ve dis etmenler nedeni ile degrade olmasi analizini

zorlagtirmaktadir (10, 24, 44).

Olay yerinden toplanan delillerin analizinin basarili bir sekilde yapilmasi énemlidir. Ciinkii
toplanan deliller ile bir siipheliyi veya magduru teshis edebilir ve masum bir insan1 temize
cikarabilecek DNA kaniti igerebilir. Ayni zamanda olay yerinden toplanan biyolojik igerikli
delillerin tiiriiniin ve kaynaginin belirlenmesi de olayin nasil gerceklestigi konusunda yardimei

olur (10).

Giliniimiizde gelisen teknoloji ile olay yerinde bulunan az miktardaki DNA’dan bile DNA
profilleri olusturmak miimkiindiir. Fakat basarili bir DNA profili elde etmenin 6niindeki en
onemli engel, DNA’nin bulundugu yerde ne kadar siire kaldig1 ve ¢evresel etmenlerle ne kadar
degrade oldugudur. Ozellikle de dis mekanlarda gerceklesen vakalarda bu faktdrlerin etkisi

daha fazla gozlemlenmektedir (81).

2.5.FARKLI MATRIKSLERDEN DNA iZOLASYONU

Olay yerinde bulunan biyolojik deliller genellikle ¢esitli yiizeylerde bulunmaktadir. Siklikla
ahsap, fayans gibi yiizeylerde, bicak gibi metal yiizeylerde ve ¢esitli kumas tilirlerinde bulunan
biyolojik 6rnekler adli vakalarin aydinlatilmasi i¢in analiz edilir. Fakat bu ylizeyler, analiz i¢in

zorlayict olabilmektedir. Yiizeyin yapisi ve icerigi DNA izolasyonunu ve sonrasinda analizini
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zorlastirir. DNA izolasyonunun amaci yeterli miktarda ve kalitede DNA elde etmektir. Ancak
adli olgularda az miktarda ve farkli ylizeylerden alinan 6rneklerden yeterli miktarda DNA nin

eldesi adli bilimciler i¢in zorlayici olabilmektedir (24).

DNA izolasyonu, ¢esitli kimyasal, fiziksel ve enzimatik yontemler ile hiicrenin par¢alanmasi
ve diger molekiillerin uzaklastirilmasi ile DNA’nin elde edilmesi islemidir (84).

Ekstraksiyon olarak da bilinen bu islem, temel olarak 3 basamaktan olusmaktadir. Ik asama
hiicrenin pargalanmasi olan liziz asamasidir. Bu basamaktaki amag, hiicrenin ¢esitli fiziksel ve
kimyasal yontemler ile par¢alanmasi ve hiicre i¢i materyalin agiga ¢ikmasidir. Sonraki asama
ise proteinlerin denatiirasyonudur. Kisaca ana ama¢ DNA-protein kompleksini bozmaktir. Son
asama ise saf DNA eldesi icin DNA’y1 diger molekiillerden ayirmak ve DNA’nin ¢dziinmesini
saglamaktir (85).

Adli bilimlerde kullanilan izolasyon yontemleri, Chelex, FTA, fenol kloroform yontemi ve

solid faz olarak bilinen manyetik boncuklar vb. yontemler olarak sayilabilir (24).

2.6.DNA DEGREDASYONU

Degradasyon, kimyasal bir bilesigin daha az kompleks bir bilesige doniismesi olarak
tanimlanmaktadir. DNA da degrade olmaya miisait bir yapidadir. Ciinkii viicut i¢indeki
stabilizasyonu dis ortamda korunamadigindan dis faktorlerin etkisiyle degrade olur.
Degradasyon nedenleri arasinda, UV 1sinlari, nem, 1s1, ortamdaki mikrobiyolojik ajanlar ve
inhibitorler gibi faktorler 6rnek verilebilir. DNA degrade oldugunda uzun zincirler pargalanir.
Bu parcalanma siireci ekstrem sartlara uzun maruziyetlerde daha da kotii hale gelir.
Degradasyon arttikca DNA daha kii¢iik pargalara boliiniir. DNA pargaciklar: 200-300 bg¢’nin
altina diismesi DNA analizinde yapilan PCR’1n basarisini etkilemektedir. Bu nedenle DNA ile

yapilan ¢alismalar zorlayici olabilmektedir (86,87,88).
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2.6.1. CEVRESEL FAKTORLER VE DNA DEGRADASYONUNUN ADLI

ORNEKLERE ETKIiSi

Adli olgularda toplanan biyolojik deliller genellikle ¢esitli yiizeylerden toplanir ve DNA
icerdigi i¢in olayin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidirler. Fakat DNA, viicut disinda stabilitesini
koruyamadig1 icin fiziksel ajanlarin ve kimyasal reaksiyonlarin etkisi ile degrade olmaya
aciktir. Olay yerinden toplanan deliller de ¢esitli ¢evresel etmenlere uzun siireli maruz kalmig
olabilir. Bundan dolay1 adli sorusturmalar genellikle yiiksek diizeyde bozunmus DNA’larin

analizini gerektirir (17).

DNA’nin degrade olma nedenleri;

1. Zaman

2. Sicaklik

3. iklim Kosullar1

4. Nem

5. Oksitleyici Ajanlar (Hidrojen peroksit, gamasir suyu vb.)
6. Mikrobiyolojik Ajanlar

7. UV sinlart

8. Inhibitorler seklinde 6zetlenebilir (86,87).

DNA’nin ortamda bekleme siiresi enzim aktiviteleri agisindan dnemlidir. Ayrica uzun siire dis
ortamda bulunmasi diger degradasyon faktorlerinin etki etmesi i¢in zaman saglar. Dig ortamda
uzun siire kalan DNA, mikroorganizmalar tarafindan bozunmaya ugrar. Maruz kaldig giines
15181, sicaklik veya UV gibi etmenler de degradasyonu arttirir. Ayni zamanda cesitli
inhibitdrlere maruziyet siiresi de artar. O yiizden DNA’nin bir ortamda uzun siire bulunmasi,

degrade olma orani ve analizinin zorlagsmasi agisindan istenmeyen bir durumdur (89,90).
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DNA, yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda denatiirasyon hizi artar. Ayni1 zamanda kimyasal
baglarin zayiflamasina neden olur. Reaksiyonlarda hizlanma goriiliir. Uzun siireli glines 15181na
maruziyette pirimidinler arasi ¢apraz baglar etkilenir (86). Yiiksek sicaklikta oldugu gibi
ortamin yiikksek nemli olmasi da mikroorganizmalarin ¢ogalmasina neden olur.
Mikroorganizmalarda bulunan niikleazlar, poliniikleotit zincirindeki fosfodiester bagini kirarak

DNA’y1 kiigiik parcalara ayirir (24,91).

Uzerinde durulmasi gereken bir diger 6nemli faktér ise genel hava durumunun DNA iizerindeki
etkisidir. Cesitli hava kosullar1 ve iklim degisikliklerinin DNA’nin dis ortamdaki kararliligi
tizerine etkisi arastirilmaya baslanmistir. Singapur’daki tropik kosullar altinda yapilan bir
aragtirmada, DNA’nin kalicilig1 ile yagmur miktar1 arasinda olumsuz bir baglam oldugu

goriilmiistiir. Yagis miktarina bagli olarak DNA’nin ortamda kalicilig1 azalmaktadir (81,92).

DNA, 200-310nm arasi1 ultraviyole 1518a maruz kaldiginda niikleik asitlerde hasar meydana
gelir. DNA zincirlerinin kirilmasi, zincirler arasi ¢apraz baglanmalar, pirimidin dimerlerinin
(T-T, T-C) olugmasi, pirimidinlerin hidrasyonu, komsu bazlarin dimer olusturmasi gibi birgok

etmen nedeniyle DNA’nin kopyalanmasi engellenir ve PCR’daki verim azalir (89).

Genel olarak, UV radyasyonunun DNA iizerindeki yikic etkileri iyi bilinmektedir ve DNA'nin
ylizeylerden uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, glines kaynakli UV
15181n1n, Poetsch ve arkadaglarinin (2022) yaptig1 calismanin sonuglariyla da dogrulandig gibi,

DNA hasarina direkt UV 15181na oranla etkisi daha azdir (81,93,94).

Olay yerinden toplanan delillerin kalitesini diisiiren ve analizi zorlastiran bir diger 6nemli
etmen ise PCR inhibitorleridir. Ortamda inhibitorler bulundugunda DNA polimerazin aktivitesi
kisitlanir veya engellenir. PCR inhibitorleri, organik ve inorganik maddeler olabilir. Bir

materyal birden ¢ok inhibitdér barindirdig1 gibi ayni inhibitor farkli materyaller lizerinde de
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bulunabilir. Inhibitérler ortamdan uzaklastirilmadigi takdirde PCR’da basarili  bir
amplifikasyon gerceklesemez. Ciinkii inhibitorler, PCR reaksiyonunda kullanilan biitiin
bilesenleri inhibe edebilir. Ayni sekilde DNA izolasyonu asamasinda da hiicre lizisini
engelleyebilir veya niikleik asitleri bozabilir. Inhibisyonun miktar1 ve maruziyeti bu noktada
onemlidir. Yogun bir inhibisyon oldugunda alel kayiplar1 ve yanlis negatif sonuglara yol
acabilir. Hafif bir inhibisyonda ise DNA miktarinda yanlis tahminler ve alellerde kiigiik

kayiplar gozlenebilir (17, 24, 95).

Inhibitérler, giysilerde, sacta, kan lekelerinde, idrardaki iirede, diskida bulunan kompleks
polisakkaritlerde, yanak siiriintiilerinde, formaldehitle sabitlenmis dokularda, kemikteki
kondroitin siilfat zincirlerinde ve toprak gibi ¢ok cesitli materyallerde bulunabilir
(24,95,96,97,98). Ayn1 zamanda kot kumaslarinda bulunan indigo, deri giysilerde bulunan
tannik asit, agir metaller, yiyeceklerdeki organik bilesikler, kandaki hematin, dis ortamdaki

polenler ve toprakta bulunan hiimik asit bilinen inhibitorler arasindadir (24).

Ciiriime siirecinde tretilen bir dizi madde olan hiimik bilesikler, toprakta, dogal sularda ve
giincel cokeltilerde DNA'y1 kirleten maddeler olarak degerlendirilmektedir (95). Toprakta
bulundugu i¢in hiimik asit, 6nemli ve iistiinde durulmasi gereken bir inhibitordiir. Ciinkii dis
mekanlarda gerceklesen adli vakalarda analizi en zorlastirict etmen olarak karsimiza hiimik asit
¢ikmaktadir. Oldukga etkili olan hiimik asidin 0,08 mg/ml’si en hassas Taq polimerazi inhibe
etmek i¢in yeterlidir. Yiiksek molekiil agirlikli hiimik bilesikler, DNA saflastirma
prosediirlerinde en inatc1 safsizliga sahiptir. Hiimik asitler, DNA’daki fosfat gruplarina benzer
bir fizikokimyasal yapida oldugu i¢in saflastirma adimlarinda adsorpsiyon bdlgeleri igin DNA
ile rekabete girerler. Aynt zamanda Taq polimerazin islevi i¢in 6nemli olan magnezyum
iyonlariyla selat olusturabilir. Hiimik asitlerin, DNA ile bagka bir benzerligi ise negatif yiiklii

olmasidir. Bu da jelde yiiriitme esnasinda DNA’lara oranla da daha diisiik kiitleli oldugu i¢in
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DNA’dan daha hizli hareket ederler ve jelde gorlinlimiinii engellerler. Hiimik asitler, tanen gibi
serbest fenolik gruplara sahip diger oligomerik bilesikler ile oksitlenerek DNA polimerazina
kovalent olarak baglanan ve onu etkisiz hale getiren kinonlar1 da olusturur. Ayrica hiimik asit,

DNA erime sicakligi noktasini (Tm) daha yliksek sicakliklara da kaydirir (95).

Kollajen ve hematin, Taq polimeraz enzim aktivitesini etkiler. Tannik asit (¢ogunlukla deride
bulunan bir madde), hem dogrudan baglanma yoluyla DNA inaktivasyonuna hem de Taq

polimeraz inhibisyonuna neden olur (95,99).

DNA’lar1 degrade eden bir diger 6nemli gevresel faktor ise mikrobiyolojik ajanlardir. Canli
veya 6liit DNA'y1 barindiran herhangi bir ¢ekirdekli hiicre/doku, proteinlerin, karbonhidratlarin,
lipitlerin, eser elementlerin yan1 sira suyun da zengin kaynagidir ve dolayisiyla
mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in de uygun bir ortam saglar. Mikrobiyal bozunma, kimi PCR
amplifikasyonuna veya amplifikasyon olmamasina, heterozigot pik dengesizligi, insan dist
kaynaklardan DNA kontaminasyonu ve mikrobiyal yan iirlinler tarafindan DNA'nin bozunmast
gibi istenmeyen sonuglara neden olur (91). Kontamine 6rneklerde, canli mikroorganizmalarin
sindirim enzimleri salgilamasi ve bakteriyel hiicre 6liimii sonrasinda ortama salinan proteinler

DNA’da zincir kiriklarina sebep olur (89).

Ayn1 zamanda kanda bulunan hemoglobin, insanlarda en ¢ok bulunan demir deposudur ve bu

nedenle mikroplar i¢in demir kaynag1 gérevi goriir (104).

Cogu durumda, zorlu ¢evre kosullarina uzun siire maruz birakilan ¢esitli maddelerden kan
ornekleri toplanmaktadir. Kan lekeleri ya bozulmus halde toplanir ya da daha sonraki islemleri

engelleyecek kadar biiylik miktarda PCR inhibitorii igerirler (91, 100- 103).
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Ek olarak, kan lekeli giysiler mikrobiyal bozunmaya daha yatkindir ¢linkii giyim tekstilleri hem
cilt mikroplar1 hem de ¢evresel mikro-flora ile yakin temas halindedir. Dogal besinlerin varligi
ve bunlarin ter bilesenlerini adsorbe etme yetenekleri nedeniyle dogal liflerde mikroplarin artan
biliylimesi gozlemlenmistir. Bir¢ok seliilolitik bakteri ve mantar, seliiloz liflerini par¢alama
yetenegine sahiptir. Bununla birlikte, sentetik elyaftan yapilmis giysiler, polietilen tereftalat
(PET) varlig1 nedeniyle mikrobiyal kontaminasyona daha az egilimlidir. Bu nedenle kan lekeli
giysiler, hem kan hem de kumas kaynakli mikroplar i¢in mevcut olan besinler nedeniyle daha

yiiksek mikrobiyal bozulma riski altindadir (91).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda, istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Genetik AR-GE Laboratuvarinda gelistirilen kan 6rnegine ait 8 lokuslu multipleks panelinin,
farklr siirelerde ve farkli yiizeylerde beklemis, ¢esitli cevresel kosullara maruz birakilarak
degrade olmus kan 6rneklerindeki basarist incelenmistir. Kanda ytiksek korelasyon gosterdigi
saptanan gen bolgelerinde bulunan CpG adaciklarindaki ELOVL2 (chr6:11044661), ASPA
(chr17:3476273), Clorfl32 (chrl1:207823715), FHL2 (chr2:105399282), cg07082267,
CCDC102B  (chr18:68722183), RASSF5(chr1:206507531), TOMI1L1(chr17:54899387)
lokuslar1 ¢alisilmistir. Cesitli ylizeylerde olusturulan kan lekelerinden 6rnekler alinarak bu

lokuslar tizerinden yas tahmini yapilmstir.

3.1.Deneyde Kullanilan Arag¢, Gere¢ ve Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

- Ependorf/ Brand otomatik pipetleri (2.5 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)

- Vorteks (Weightlab Instruments)

- Kuru sitic1 blok (Bio TDB100-Biosan)

- Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)

- Mikrosantrifiij

- Thermal dongii cihazi (SimpliAmp™ Termal Cycler-Applied Biosystems™)
- DNA/RNA UV biyogiivenlik kabini (Kabin UVT/T-MAR-Grand Bio)

- Bilgisayar kontrollii genetik analizator 310 (ABI PRISM® 310)

- Buzdolabi-Vestel

- Derin Dondurucu-Delta
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3.1.2. Kullamlan Ticari Kitler
-  E.ZN.A. ® Tissue DNA Kit — Omega
- Quantit™ dsDNA HS Kit (High sensitive) Assay — Invitrogen
- EZ.® DNA Methylation-Gold ™ Kit — ZymoResearch
- AmpliTaq Gold DNA Polymerase with buffer II ve MgCl»
- Loading Buffer (Bromophenol Blue)
- Exonuclease I — ThermoFisher Scientific
- SNaPshot Multipleks Kit — Applied Biosystem™
- rAPid Alkaline Phosphatase (rAPid AP) — ThermoFisher Scientific
- Hi-Di™ (Highly deionized) Formamide — Thermo Fisher Scientific
- GeneScan™ LIZ120 dye Size Standard — ThermoFisher
- POP-4 Polimer (Performance Optimized Polymer 4) — Applied Biosystems
- Sigma — Aldrich — Humic Acid

- Sigma — Aldrich — Indigo

3.2.Yapay Olay Yeri Numunelerinin Hazirlanmasi

Bu galisma, T.C. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan degerlendirilerek, E-86669574-302.14.01-351954 sayil1 karart ile ¢alisilmasi uygun
bulunmustur. Calisma i¢in; Bilgilendirilmis Onam Formu’nu imzalayan, 2 kadin ve 1 erkek
olmak iizere yaslar1 farkli 3 goniilliiden enjektdr yardimi ile 2ml vendz kan toplanmigtir. Alinan

kan 6rneklerinin koagiilasyon siireci baslamadan farkli yiizeylere kan lekeleri uygulanmaigstir.

3.2.1. Fayanslarin Hazirlanmasi

Her bir goniillii i¢in ayr1 fayans olmak iizere 3 fayans kullanilmistir. Islem 6ncesi fayanslar

iyice yikanmis ve %96’lik etanol ile temizlenmistir. 0,5 ml kan, fayansa ince bir tabaka olacak
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sekilde yayilmistir. 6 ay, 3 ay, 1 ay ve taze 6rnek olacak sekilde 4 farkli siirede oda kosullarinda

bekletilmistir. Hazirlanan fayans 6rneklerinin goriintiisii Sekil 7°de goriilmektedir.
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3.2.2. Kumaslarin Hazirlanmasi

Kumas olarak kullanilacak olan pamuklu carsaf, esit {i¢ par¢aya boliinmeden 6nce yikanmistir.
Her goniillii i¢in ayri parcalar kesilmistir. 0,5ml kan, ¢arsaf lizerine dokiilmiistiir. 6 ay, 3 ay, 1
ay ve taze ornek olacak sekilde 4 farkli siirede oda kosullarinda bekletilmistir. Hazirlanan

kumas 6rneklerinin goriintiisii Sekil 8’de goriilmektedir.

Sekil 8: Kumas Orneklerinin Goriintiisii.
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3.2.3. Bicaklarin Hazirlanmasi

Her goniillii i¢in ayr1 bicak kullanilmistir. Bigaklar islem Oncesi %96’lik ethanol ile
temizlenmistir. Daha sonrasinda 0,5ml kan, bigak lizerine ince bir tabaka olacak sekilde
yayilmistir. 6 ay, 3 ay, 1 ay ve taze Ornek olacak sekilde 4 farkli siirede oda kosullarinda

bekletilmistir. Hazirlanan bigak 6rneklerinin goriintiisii Sekil 9°da goriilmektedir.

Sekil 9: Bigak Orneklerinin Goriintiisii.

3.2.4. Cevresel Kosullarin Uygulandigi Orneklerin Hazirlanmasi

Goniillillerden EDTA’1 tiipe alinan kan 6rnekleri izole edilerek farkl: siirelerde ayri ayr1 UV
ve yiiksek 1stya maruz birakilmistir. Ayrica kullanilacak inhibitérler (indigo, hiimik asit) farkli
konsantrasyonlarda hazirlanarak 1. PCR reaksiyonuna eklenmistir. Inhibitorler ile yapilan

calismanin konsantrasyonlar1 Tablo I’de belirtilmistir.
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Tablo I: Kullanilan inhibitor konsantrasyonlari

Hiimik Asit (ng/ puL) Indigo (mM)
100 4

125 10

250 50

500 100

3.2.5. Kontrol Grubunun Hazirlanmasi

Kontrol grubu ¢aligmasi i¢in her goniilliiden 2’ser EDTA’11 tiipe kan alinmustir.

3.3. Uygulanan Laboratuvar Asamalari

Arastirmanin laboratuvar asamalar1 agagidaki gibidir;

e DNA izolasyonu

e DNA miktar tayini

e Bisiilfit doniisiimi

e PCR

e Agaroz jel elektroforezi

e PCR iiriinlerinin saflagtirilmasi

e SNaPshot reaksiyonu (mini dizileme)

e SNaPshot iiriinlerinin saflastirilmasi

e PCR iiriinlerinin kapiler elektroforezi ile analizi

e Verilerin analizi ve yas hesaplamasi

3.3.1. DNA izolasyonu

Yontemin temeli, hiicreleri pargalayip DNA icerigini aciga ¢ikarmak ve silika temelli kolonlar
ile DNA’nin kolona baglanmasi ve istenmeyen hiicresel materyalden uzaklastirilmasi, son
olarak da eliisyon buffer ile DNA’nin kolondan ayrilmasi ile saf DNA elde etmektir. DNA

izolasyonu i¢in E.Z.N.A ® Tissue DNA Kit kullanilmistir.
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3.3.1.1. EDTA’l Kan Orneklerinden DNA izolasyon Protokolii
1. 1,5 mL’lik eppendorf tiipiine 250 pL. EDTA’l1 kan konuldu.
2. Uzerine 25 pL Proteinaz K eklendi.
3. 250 pL Buffer BL konuldu.
4. Kapaklari kapatilarak 15sn vortekslendi.
5. Ardmdan 70 °C ‘de 10dk inkiibe edildi.
6. Sonrasinda 250 pL % 96’lik etanol eklendi ve 15sn vortekslendi.
7. 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerindeki lizat, spin kolona aktarildi.
8. 12.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.
9. Alundaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipii konuldu.
10. Kolona 500 pL. HBC Buffer eklendi.
11. 14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.
12. Altindaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipii konuldu.
13. Kolona 700 pL. DNA Wash Buffer eklendi.
14. 14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.
15. Altindaki filtrat dokiildii, toplama tiipii tekrar kullanildu.
16. Kolona 700 pL. DNA Wash Buffer eklendi.
17. 14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.
18. Altindaki filtrat dokiildii, toplama tiipii tekrar kullanildu.
19. Kolon bos olarak 14.000 rpm’de 2dk santrifiij edildi.
20. Spin kolonlar1 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine aktarildu.
21. 80 pL Elution Buffer eklendi ve oda 1sisinda (25 °C) 2dk bekletildi.
22.14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.
23. Spin kolonlar atild1.

24. izolatlar parafilmlenip -20 °C’ye kaldirildi.



3.3.1.2.

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Bicak ve Fayanstan Swap ile Toplanan Orneklerden DNA izolasyon Protokolii
1,5 mL’lik eppendorf tiipiine 600 uL. PBS Buffer konuldu.

Steril suyla 1slatilmig steril swap ile numunenin bulundugu alandan yeteri kadar 6rnek
alindi.

Sonrasinda swap, PBS Buffer bulunan eppendorf tiipline konulup yarim saat

bekletildi.

. Ayni swapla yiizeyden tekrar numune alind1 ve tekrar PBS Buffer bulunan

eppendorfa konuldu.

Bir saat 30dk beklendikten sonra iizerine 25 uL Proteinaz K eklendi.
250 pL Buffer BL konuldu.

Kapaklar1 kapatilarak 15sn vortekslendi.

Ardindan 70 °C ‘de 10dk inkiibe edildi.

Sonrasinda 250 uL %96’°lik etanol eklendi ve 15sn vortekslendi.
1,5 mL’lik eppendorf tiiplerindeki lizat, spin kolona aktarildi.
12.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

Altindaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipti konuldu.
Kolona 500 pL. HBC Buffer eklendi.

14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.

Altindaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipti konuldu.
Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.

14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.

Altindaki filtrat dokiildii, toplama tiipii tekrar kullanilda.

Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.

14.000 rpm’de 30sn santrifiij edildi.

Altindaki filtrat dokiildii, toplama tiipii tekrar kullanilda.
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

3.3.1.3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Kolon bos olarak 14.000 rpm’de 2dk santrifiij edildi.

Spin kolonlar1 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine aktarildi.

80 uL Elution Buffer eklendi ve oda 1sisinda (25 °C) 2dk bekletildi.
14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

Spin kolonlar atildu.

Izolatlar parafilmlenip -20 °C’ye kaldirildi.

Carsafta Olusturulan Kurumus Kan Orneklerinden DNA izolasyon Protokolii

. Kumaglardan 1,5x1,5cm olacak sekilde farkli yerlerden birkag kesit alindi.

1,5 mL’lik eppendorf tiipiine 600 uL 6nceden 36°C’de 1sitilmig PBS Buffer konuldu.

. Alinan kesitler PBS Buffer’da 36°C’de 2 saat bekletildi. 30dk’da bir karistirildi.

25 pL Proteinaz K eklendi ve 60°C’de 1 saat inkiibe edildi.
14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

225 pL Buffer BL konuldu ve 15sn vortekslendi.

60 °C ‘de 10dk inkiibe edildi. 3 dakikada bir 10sn vortekslendi.
14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kumaslar ¢ikartildu.

300 puL isopropanol eklendi ve 15sn vortekslendi.

1,5 mL’lik eppendorf tiiplerindeki lizat, spin kolona aktarildi.
14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

Altindaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipti konuldu.
Kolona 500 pL. HBC Buffer eklendi.

14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

Altindaki filtrat iceren tiip atild1 ve yeni toplama tiipti konuldu.
Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.

14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

34



19. Altindaki filtrat dokiildii, toplama tiipii tekrar kullanilda.

20. Kolona 700 uL. DNA Wash Buffer eklendi.

21. 14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

22. Altindaki filtrat dokiildi, toplama tiipii tekrar kullanilda.

23. Kolon bos olarak 14.000 rpm’de 2dk santrifiij edildi.

24. Spin kolonlar1 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine aktarildi.

25. Kapaklar agik bir sekilde oda 1sisinda 10dk bekletildi.

26. 50 pL Elution Buffer eklendi ve oda 1sisinda (25 °C) 5dk bekletildi.
27. 14.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

28. Spin kolonlar atildi.

29. izolatlar parafilmlenip -20 °C’ye kaldirildi.
3.3.2. Florometrik Yontem ile DNA Miktar Tayini

Florometrik miktar tayini 260 nm dalga boyunda Ol¢iim yaparak yiliksek hassasiyet ve
dogrulukla DNA miktar1 belirlenebilmektedir. izolasyon sonrasi elde edilen DNA’nin miktarini
Olemek i¢in Qubit 4 cihazi (ThermoFisher) ve Quantit™ dsDNA HS (High sensitive) Assay-

Invitrogen kiti kullanilmigtir.
Quant-itT M 4spNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen) ile miktar tayini

l. Qubit® 4.0 cihazinin kalibrasyonu i¢in 2 adet standart kullanildi.

2. Quant-itTM dsDNA HS Buffer ¢ozeltisinden 199 pL alinarak 1 pL Quant-itTM

Reagent eklendi.
3. Hazirlanan karisim ¢ézeltisinden standartlar i¢in 190 pL, S1(Standart 1) ve

S2(Standart 2) ¢ozeltilerinden 10 pL alind:.
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4. Orneklerin analizi i¢in karisim ¢dzeltisinden 199 pL alind1 ve iizerine 1 pL DNA
ornegi eklendi.

5. Karisim 2-3 saniye vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

6. 1lk olarak Standart 1 ve Standart 2’nin 6l¢iimii yapilarak cihazin kalibrasyonu yapildi.

7. Ornekler cihaza yerlestirilerek 6l¢iim yapildi.

3.3.3. Bisiilfit Doniisiim Protokolii
Bu yontem, metillenmemis sitozinlerin urasile doniistiiriillerek PCR basamaginda timin olarak
¢ogalmasini saglamaktir. Bu basamakta EZ.*DNA-Methylation-Gold Kit™ (ZymoResearch)

kullanilmistr.

EZ DNA Methylation Gold™ Kit ile bisiilfit doniisiimii

1. DNA o6rnekleri 10 ng/pl olacak sekilde seyreltilip 20 pl alinarak PCR tiipiine aktarildi.
2. Orneklerin iizerine 130 pl CT Conversion Reagent pipetaj yapild1 ve minispin yapild1.

3. Ornekler termal déngii cihazina yerlestirildi. Tablo 1I’deki kosullara gore inkiibasyona

birakaldi.

Tablo II: Termal Dongii Cihazi Kosullar

Sicakhik Siire

98°C 10 dk
64°C 2.5 saat
4°C o0

4. ME spin kolonlar1 toplama tiiptine koyuldu ve 600 pl M-Binding Buffer kolona eklendi.
5. Uzerine inkiibe edilmis DNA &rnegi aktarildi ve el ile asagi-yukar1 yavasca karistirildi.
14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiipti degistirildi.

6. Kolona 100 pul M-Wash Buffer eklenerek 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
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7. Kolona 200 pl M-Desulphonation Buffer kolona eklenip oda 1sisinda 15 dk inkiibe
edildi.

8. 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

9. Kolona 200 ul M-Wash Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

10. Kolona 200 pl M-Wash Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

11. ME Spin kolon 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

12. Kolona 10 ul ME Elution Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

13. ME Spin kolon atilip DNA izolat1 parafilmlenip -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.4. PCR Asamasi

Bu calismada, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Genetik AR-GE Laboratuvarinda kan 6rnegi i¢in gelistirilen 8 lokuslu multipleks paneline ait
CpG noktalar1 calisilmistir (Tablo III). Calisilacak gen bdlgelerini ¢ogaltmak i¢in primer

karisimi hazirlanarak ve bisiilfit doniisiimii yapilmis 6rneklerin ¢ogaltilmasi i¢in gereken diger

bilesenler de eklenerek SimpliAmpTM Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) cihazinda

uygun kosullarda calisilmistir.
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Tablo III: Yas tahmininde kullanilan gen bolgeleri

Gen Bolgesi CpG1ID GRCh38 Kromozom Pozisyonu Calismadaki Kodu
ELOVL2 cg21572722 chr6:11044661 S1

ASPA cg02228185 chr17:3476273 S2

Clorf132 none chr1:207823715 S4

None cg07082267 chr16:85395429 S5

CCDC102B cg19283806 chr18:68722183 S9

RASSFS cg08128734 (GRCh37)chr1:206685423 S17

TOMI1L1 cg27210390 chr17:54901222 S20

FHL2 cg06639320 chr2:105399282 S6

PCR bilesenleri Tablo I'V’te belirtilmistir.

Tablo IV: PCR’da kullanilan bilesenler ve miktarlari

Master Mix 7,5 wl
Primer Mix 2 ul
MgCl, 1 pl

Taq Gold 0,25 pul
DNA Ornegi 2 ul

Uygulanan PCR kosullar1 Tablo V’te belirtilmistir.
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Tablo V: PCR Kosullar1

Sicakhik Siire Dongii
95°C 11 dk.
94 °C 20 sn.
59 °C 1 dk. 34 Dongii
72 °C 30 sn.
72 °C 7 dk.
4°C 0

3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi
PCR asamasinda DNA’nin ¢ogalip ¢ogalmadigini gézlemlemek i¢in ¢aligilan drnekler,
taze hazirlanmis agaroz jele yiiklendi ve elektroforez cihazinda yiiriitiildii. Agaroz jelin

hazirlanisi ve yiiritme i¢in uygulanan basamaklar asagidaki gibidir.

1. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) ana stogu hazirlandi. Hassas terazi ile 108 g Tris Baz, 55
g Borik asit, 7,5 g EDTA tartilip tizerine 1 L distile su eklenmistir. Cozeltinin pH’s1 8.3
olacak sekilde ayarlanmstir.

2. Elektroforez tamnponu i¢in 10X TBE tamponundan 100 ml alinip tizeri 900 ml distile
su ile tamamlandi. Boylece tampon 10X’den 1X’ e seyreltilmis oldu.

3. Hassas terazi ile tartilmis 0.5 g agar lizerine 50 ml 1X TBE tampon eklendi.

4. Karisim mikrodalgada 1sitildi.

5. Uzerine 2.5 ul RedSafe Nucleic Acide Staining karisima eklendi

6. Elektroforez kasetine taraklar yerlestirilip agaroz jel aktarildi.

7. Tamamen kalip haline gelmesi i¢in 20 dk beklendi.

8. Jel kasetten cikarilip elektroforez cihazina yerlestirildi. Uzerini kaplayacak kadar 1X

TBE tamponu eklendi.
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9. Parafilm iizerine 0.5 pl Bromofenol koyuldu. 1.5 pl PCR iiriine boya ile pipetaj yapilip
ornek kuyucuklarina yiiklendi.
10. 90 V’ta 20 dk elektroforez cihazinda yiiriitiildii.

11. Yiriitme sonrasi jel UV 151k kaynaginda incelenerek degerlendirildi.

3.3.6. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR sonrasinda DNA’y1 saf bir sekilde elde etmek i¢in baglanmamis primer ve dNTP’lerin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Primerlerin hidrolizi icin EXO1(Ekzoniikleaz1) ve dNTP’leri
uzaklagtirmak i¢in de raPid AP (raPid alkalin fosfataz) kullanildi. Saflagtirma i¢in kullanilan
PCR bilesenleri ve PCR kosullar1 Tablo VI’daki gibidir.

Tablo VI: Saflastirma Islemi - PCR Bilesenleri ve PCR kosullart

PCR Bilesenleri Miktar PCR Kosullari Siire
PCRiiriinii 25l 37°C 45 dk.
EXO1 0.25 pl 80 °C 15 dk.
raPid AP 0.75 pl 4°C o0

3.3.7. SNaPshot Reaksiyonu
SNaPshot, tek niikleotid uzamasina (SBE, Single Nucleotide Extension) dayanan bir mini
dizileme yontemidir. Spesifik niikleotid i¢in tasarlanmis olan primerlerin baglanmasi ve bu

noktaya karsilik gelen ddNTP’nin baglanmasi ile dizileme sonlanir.

SNaPshot reaksiyonu i¢in SNaPshot™ Multipleks Kit kullanilmigtir. Reaksiyon primer
karisimi hazirlanmis ve PCR tiipii igerigi Tablo VII’deki gibi hazirlanmistir. PCR cihazinda

uygulanan protokol Tablo VIII’de verilmistir.
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Tablo VII: SNaPshot PCR Bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar
PCR iiriinii 2 ul
SNaPshot 1 ul

Primer Karisimi 1.5 ul

Tablo VIII: SNaPshot PCR Kosullari

Sicakhik Siire
96 °C 10 sn.
52°C 5 sn. 30 Dongti
60 °C 30 sn.
4°C 0

3.3.8. SNaPshot Uriinlerinin Saflastiriimasi

SNaPshot reaksiyonu sonrasinda tiipteki baglanmamis serbest floresan isaretli
ddNTP’lerin 151ma yaparak elektroforezde analizi zorlastirmamasi i¢in SAP enzimi kullanilarak
pasif hale getirilmistir. Saflastirma islemi i¢in SNaPshot PCR iiriiniine SAP eklenmistir.
Kullanilan bilesenler Tablo IX’da, uygulanan PCR kosullar1 da Tablo X’da verilmistir.

Tablo IX: 2. Saflastirma Islemi-PCR Bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar
PCR iiriinii 55l
SAP 1 ul

Tablo X: Saflastirma Islemi-PCR Kosullari

PCR Kosullari Siire
37°C 80 dk.
85°C 15 dk.
4°C 0
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3.3.9. PCR Uriinlerinin Kapiler Elektroforezi

Hazirligi tamamlanan PCR iiriinlerinin kapiler elektroforezde goriintiilenebilmesi igin
Formamid-Liz120 karisimi Tablo XI’e gore hazirlanmis ve cihaza yiiklenmistir. Ornekler
cihazda POP-4 polimeri ile 36 cm uzunlugundaki kapiller kullanilarak, DS-02 matriksi ve ES
modiiliine gore Tablo XII’de belirtilen kosullarla analiz edilmistir.

Tablo XI: Formamid-Liz120 Karisimi ve Kapiller Elektroforez Ornek Hazirlamas:

Formamid-Liz120 Karisim Elektroforez bilesenleri
Formamid 10 pl PCR Uriinii 1.5 ul
Liz120 0.3 ul Formamid-Liz120 Karigimi 9.5 ul

Tablo XII: Kapiler Elektroforez Kosullar1

Parametre GSPOP-4(1ml) ES Modiil
Matriks DS02

Enjeksiyon siiresi 5 sn.

Yiiriitme Voltaji 15 kV

Yiiriitme Siiresi 24 dk

Yiiriitme Sicakhgi 60 °C

Siringa Pompalama Siiresi 150 sn.

3.3.10. Verilerin Analizi ve Yas Hesaplanmasi
Calisilan orneklerin belirlenen CpG lokusundaki sitozin ve timin piklerinin RFU degerleri
kullanilarak Sekil 10’daki formiile gbre metilasyon oranlar1 Microsoft Excel (Microsoft 365

ProPlus) programinda hesaplanmaistir.

Metillenmis baz (sitozin)(RFU)
Metillenmis baz (sitozin) (RFU) + (Metillenmemis Baz (timin) (RFU) x1,6)

Sekil 10: Metilasyon oran1 hesaplama formiilii
Elde edilen metilasyon oranlar1 panel kullanilarak gelistirilmis olan yas tahmin modeline gore

asagidaki formiil ile hesaplanmaistir.
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Yas tahmini formiilii: 67,861 +(56,877 * FHL2 + 24,531 * ELOVL2 + 5,212 * TOMI1L1) —
(63,923 * CCDC102B + 31,280 * ASPA + 29,328 * Clorf132 + 29,723 * RASSF5 + 4,489 *

c27082267)
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4. BULGULAR
Bu ¢alismada, yaslar1 farkl {i¢ kisiden alinan kan ornekleri ile farkli siireler ve yiizeylerde
beklemis DNA oOrnekleri ve farkli inhibitorler, 1s1, UV’ye maruz birakilmig DNA ornekleri 8
CpG lokusu (ELOVL2, ASPA, Clorfl32, cg07082267, FHL2, CCDC102B, RASSFS5,
TOMILI) i¢in metilasyon profilleri belirlenmistir. Taze kan 6rneklerinden elde edilen DNAm
yaslar1 baz alinarak, beklemis ve bozunmus DNA orneklerinden elde edilen metilasyon

profilleri ile bulunan yaslarin karsilastirilmasi yapilmaistir.

4.1. DNA lizolasyonu ve Miktar Tayini

3 kisiden alinip hazirlanan toplam 39 6rnegin izolasyonu yapilarak DNA miktarlar:
belirlenmistir. Elde edilen DNA miktarlar1 asagida bulunan Tablo XIII'te belirtilmistir. Analiz
edilen DNA miktar1 en az 1,13 ng/pl olup en fazla 79,2 ng/ul’dir. Farkli yiizeylerde bekletilen

ortalama DNA miktar1 4,92 ng/ul “dir.
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Tablo XIII: DNA izolatlar1 ve DNA Miktarlari

Ornek Kodu DNA Miktar1 (ng/ pl) | Ornek Kodu DNA Miktar1 (ng/ pl)
T2023-XX-01 47,6 T2023-XX-02-B1 | 3,04
T2023-XX-02 79,2 T2023-XX-02-B3 | 2,26
T2023-XX-03 52,8 T2023-XX-02-B6 | 2,86
T2023-XX-01-FO 4,64 T2023-XX-03-B0 | 5,34
T2023-XX-01-F1 5,88 T2023-XX-03-B1 | 2,28
T2023-XX-01-F3 3,92 T2023-XX-03-B3 | 4,44
T2023-XX-01-F6 6,82 T2023-XX-03-B6 | 4,32
T2023-XX-02-FO 3,1 T2023-XX-01-KO | 4,72
T2023-XX-02-F1 4,7 T2023-XX-01-K1 | 12,5
T2023-XX-02-F3 7,02 T2023-XX-01-K3 | 3,26
T2023-XX-02-F6 5,5 T2023-XX-01-K6 | 7,4
T2023-XX-03-F0 9,76 T2023-XX-02-K0 | 1,13
T2023-XX-03-F1 6,1 T2023-XX-02-K1 | 4,4
T2023-XX-03-F3 5,66 T2023-XX-02-K3 | 9,5
T2023-XX-03-F6 4,7 T2023-XX-02-K6 | 2,9
T2023-XX-01-BO 3,18 T2023-XX-03-K0 | 8,38
T2023-XX-01-B1 1,86 T2023-XX-03-K1 | 2,12
T2023-XX-01-B3 1,76 T2023-XX-03-K3 | 11,6
T2023-XX-01-B6 3,55 T2023-XX-03-K6 | 1,47
T2023-XX-02-B0 5,08

4.2. Bisiilfit Doniisiimii ve PCR Asamasi

Izolasyonu ve DNA miktar tayini yapilan drneklerin, 10 ng/ul DNA olacak sekilde sulandirilan
izolatlara bisiilfit doniisiimii yapilmistir. Daha sonra kan yas metilasyon panelinin PCR asamasi
gerceklestirilmistir. PCR sonrast orneklerin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek icin elde
edilen DNA 06rnekleri hazirlanmis olan agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. UV transilliminator ile
amplifiye olan o6rneklerde 1s1ma goriiliirken amplifiye olmayan 6rneklerde herhangi bir 1s1ma

goriilmemistir. Ornek jel goriintiisii asagidaki gibidir (Sekil 11).
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Sekil 11: Agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

4.3 Kapiller Elektroforez Asamasi
Saflagtirma ve SNaPshot asamalarindan sonra 6rnekler ABI PRISM®2310°da yiiriitiilerek
Gene Mapper v4.0 programu ile analiz edilerek elektroforegram goriintiileri elde edilmistir.

Ornek elektroforegram gorseli asagidaki gibidir (Sekil 12).
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Sekil 12: Kapiler elektroforez sonucu multipleks yas paneline ait elde edilen T2023-XX-01
numarali 6rnegin elektroforegram goriintiisii.

4.4 Istatiksel Analiz

Sekil 10°daki formiil ile Microsoft Excel programinda, ¢alisilan her bir 6rnek i¢in metilasyon
degerleri hesaplanmistir. Her 6rnege ait lokuslara gore metilasyon degerleri taze kan, fayans
ornekleri, bigak 6rnekleri, kumag 6rnekleri, UV’ye maruz birakilmis 6rnekler, 95°C ‘ye
maruz birakilmig 6rnekler, indigo ilave edilmis 6rnekler ve hiimik asit ilave edilmis 6rnekler

olmak iizere sirasiyla Tablo XIV’ten Tablo XXI’e kadar belirtilmistir.
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Tablo XIV: Taze Kanlarin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  cg07082267 RASSFS5
T2023-XX-01 0,31480736 0,08474576 0,75223675 0,17651052 0,30347725 0,17549458 0,36723164 0,3988034
T2023-XY-02 0,21529784 0,14229887 0,587149188 0,205757004 0,194784876 0,131987578 0,304424004 0,24639691
T2023-XX-03 0,207018624 0,160532498 0,516665201 0,232963133 0,211628901 0,093457944 0,255124291 0,184269904

Tablo XV: Fayans Orneklerin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  cg07082267 RASSFS
T2023-XX-01-F0 0,32413216  0,11403953 0,75641791  0,14136853 0,37907869  0,15940489  0,3874607 0,38074811
T2023-XX-01-F1 0,32110092 0,09563809 0,74752608  0,19971342  0,33937246  0,20106054  0,38589212  0,35149051
T2023-XX-01-F3 0,32260175 0,06512301 0,78638334  0,13016845 0,23138424  0,13591671  0,36503447  0,32300606
T2023-XX-01-F6 0,34416087 0,07172458 0,64853556  0,11543599  0,24453841  0,14520062  0,33869651  0,26369657
T2023-XY-02-F0 0,24226663 0,13702043 0,59811123  0,22970422  0,18666258 0,12591389  0,29010239  0,24039915
T2023-XY-02-F1 0,210864904 0,08888634 0,510638298 0,155529954 0,149075975 0,129300652 0,264953377 0,206785259
T2023-XY-02-F3 0,23911111 0,12925655 0,58105951  0,22497403 0,1761331 0,10336441  0,28313133  0,34871925
T2023-XY-02-F6 0,22241479 0,13868847 0,57697842  0,23520188  0,16165922  0,07727679  0,33851697  0,40679188
T2023-XX-03-F0 0,21690768 0,15901733  0,53256642  0,25830954  0,21846082  0,09868996  0,26030547  0,20721764
T2023-XX-03-F1 0,20271266  0,14815604  0,55428478  0,25806802  0,24041812  0,07223942  0,2987234 0,26229806
T2023-XX-03-F3 0,20598301 0,1232539 0,44086456  0,13099794 0,16349621 0,06008541  0,22362028  0,15665933
T2023-XX-03-F6 0,21700843 0,1222031 0,44450806  0,1522693 0,1613723 0,07098796  0,24244977  0,16541353
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Tablo XVI: Bigak Orneklerinin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  ¢g07082267 RASSFS
T2023-XX-01-BO0  0,32434495 0,095409031 0,724646589 0,191146881 0,30964467  0,159889459 0,436743674 0,369218285
T2023-XX-01-B1  0,315821135 0,051502329 0,766652155 0,147460661 0,261560019 0,18355776  0,374068554 0,343960054
T2023-XX-01-B3  0,35021253 0,064093914 0,723724782 0,129042452 0,26042841 0,165064772 0,363038714 0,320038722
T2023-XX-01-B6  0,318632409 0,076703871 0,773997059 0,135135135 0,256828144 0,158105237 0,326711971 0,334914049
T2023-XY-02-B0 0,22439739 0,15027928  0,618484774 0,250794953 0,206628583 0,143188214 0,319454415 0,260913103
T2023-XY-02-B1 0,255688218 0,132875485 0,58993183 0,221848602 0,209803193 0,1558753 0,35037594  0,250476003
T2023-XY-02-B3  0,229849516 0,124787982 0,546153846 0,193332422 0,215919859 0,135851557 0,316363636 0,213555524
T2023-XY-02-B6  0,260989011 0,141719372 0,578271028 0,165298945 0,175757576 0,149501661 0,341081354 0,211533916
T2023-XX-03-B0 0,219803671 0,161196631 0,534148717 0,230460922 0,234049783 0,090667846 0,282667219 0,191500389
T2023-XX-03-B1  0,210879669 0,155795596 0,491890842 0,219579934 0,189625642 0,089776475 0,303252886 0,18818074
T2023-XX-03-B3  0,209009353 0,157241574 0,533272562 0,232757841 0,202096403 0,100840336 0,306071871 0,196982397
T2023-XX-03-B6  0,217391304 0,14973576  0,506183649 0,224431236 0,179437439 0,100521221 0,264916468 0,187559354
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Tablo XVII: Kumas Orneklerinin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  ¢g07082267 RASSFS5

T2023-XX-01-K0 0,304644227 0,100511073 0,672084228 0,181188231 0,263157895 0,201233088 0,376623377 0,413687863
T2023-XX-01-K1 0,332935459 0,073592749 0,787328312 0,157122905 0,294618166 0,153955471 0,331113578 0,344262295
T2023-XX-01-K3 0,345709985 0,062769811 0,690814676 0,148889598 0,246624601 0,138095238 0,343692389 0,359195402
T2023-XX-01-K6 0,328345802 0,112970711 0,737646955 0,19095143 0,302715871 0,169030607 0,377969762 0,379096982
T2023-XY-02-K0 0,2246936 0,112946947 0,535622229 0,161817587 0,151125402 0,127810286 0,294117647 0,232218253
T2023-XY-02-K1 0,227562739 0,153871792 0,588983051 0,238591917 0,179063361 0,148741419 0,334341906 0,237825595
T2023-XY-02-K3 0,240702715 0,138579165 0,606148157 0,229780141 0,197078925 0,153788447 0,307692308 0,236870311
T2023-XY-02-K6 0,243185462 0,084490547 0,527546249 0,146482845 0,103804405 0,116590726 0,30246705  0,239212008
T2023-XX-03-K0 0,20754717 0,196480049 0,501831502 0,280985373 0,249199442 0,103491533 0,256166983 0,179401376
T2023-XX-03-K1 0,215268531 0,170204245 0,505752024 0,242785384 0,179742256 0,081438478 0,313807531 0,211474807
T2023-XX-03-K3 0,226321037 0,158924205 0,530342459 0,23141415 0,207492053 0,087427144 0,290810811 0,199236219
T2023-XX-03-K6 0,156905521 0,132373432 0,496770225 0,204377213 0,216446599 0,081178593 0,245189323 0,194576416
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Tablo XVIII: Farkli Siirelerde UV Isinlarina Maruz Birakilmis Orneklerin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMIL1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B ¢g07082267 RASSF5

T2023-XX-01-15dkUV 0,32784385 0,09051226 0,79481062 0,20757654 0,39871677 0,17583782  0,36423841  0,40870894
T2023-XY-02-15dkUV 0,24899828 0,14716015 0,59801364 0,22722951 0,21411712 0,1305872 0,30920927  0,28549803
T2023-XX-03-15dkUV 0,20171507 0,17477529 0,50780841 0,26600098 0,23467556 0,09064184  0,26773938  0,21182266
T2023-XX-01-30dkUV 0,33054393  0,09029691 0,77800711 0,17241379 0,43375681 0,1783894 0,38035961  0,31120332
T2023-XY-02-30dkUV 0,19704912  0,12945196 0,59066602 0,23117803 0,20534521 0,13483458 0,32228361 0,21425656
T2023-XX-01-60dkUV 0,34944481 0,08949881 0,7985162 0,19514968 0,34102142 0,14091351 0,49367089  0,41200639

Tablo XIX: Farkli Siirelerde 95 °C’ye Maruz Birakilmis Orneklerin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B ¢g07082267 RASSF5

T2023-XX-01-10dk 0,33200795 0,10577019 0,77563541 0,20993495 0,38022814 0,22014203  0,20328028 0,39545602
T2023-XY-02-10dk 0,22601855 0,158132 0,59585163 0,24364053 0,21154721 0,17170891 0,16132902  0,26960414
T2023-XX-03-10dk 0,20124805 0,18020331 0,52558065 0,23900803 0,21308344 0,13528286  0,09178255  0,19272768
T2023-XX-01-15dk 0,37030887 0,09268293 0,79768376 0,17819706 0,38855133  0,13825836  0,46827795  0,45854271
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Tablo XX: Farkli Konsantrasyonlarda Indigo ilave Edilmis Orneklerin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  ¢cg07082267 RASSFS5
T2023-XX-01-4mM 0,31903037 0,0842255 0,71187869 0,15773176 0,30029155 0,17318854 0,36624569 0,36739949
T2023-XY-02-4mM 0,22437673 0,14889411 0,56016598 0,20691223 0,17894999 0,12947658 0,29010239 0,24382521
T2023-XX-03-4mM 0,21404616 0,16031632 0,50857901 0,24665643 0,21772345 0,09037901 0,2509821 0,18797858
T2023-XX-01-10mM 0,35893155 0,07784034 0,78054299 0,14997458 0,41329011 0,1799878 0,49393414  0,4178897
T2023-XY-02-10mM 0,26690391 0,14897808 0,61586639 0,22063526 0,20114356 0,12004467 0,3968254 0,41432413
T2023-XX-03-10mM 0,22941751 0,17533537 0,54003724 0,24685896 0,20576132 0,09761388 0,29481834  0,21917298
T2023-XX-01-50mM 0,32354903 0,09521534 0,75868003 0,1843318 0,38159371 0,22071307 0,26083866  0,37778781
T2023-XY-02-50mM 0,22789539 0,14563107 0,59802448 0,2277239 0,19885913  0,15496162 0,2584127 0,25339453
T2023-XX-03-50mM 0,20765165 0,14716188 0,52297439 0,25661054 0,21323281 0,11563877 0,18607318  0,19448219
T2023-XX-01-100mM 0,32975702 0,08742887 0,76283442 0,19597267 0,33017805 0,18631179 0,38871613 0,39268339
T2023-XY-02-100mM 0,24016788 0,13817885 0,57757644 0,22264002 0,16995939 0,13768686 0,30410184  0,2440309
T2023-XX-03-100mM 0,20108696 0,15769414 0,48546137 0,24427406 0,180209 0,10455764 0,12039779 0,21969378
Tablo XXI: Farkli Konsantrasyonlarda Hiimik Asit Ilave Edilmis Orneklerin Metilasyon Degerleri

Ornek Kodu TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  ¢cg07082267 RASSFS5
T2023-XX-01-100ng/pLL 0,35586278 0,08710904 0,75456919 0,20569545 0,31155378 0,27704485 0,29503835 0,41373289
T2023-XY-02-100ng/pL 0,25343439 0,14979502 0,56950673 0,24971327 0,19691345 0,22921523 0,26687469 0,27188286
T2023-XX-03-100ng/pLL 0,22397094 0,13553816 0,48331506 0,27180478 0,18822394 0,22029372 0,18050542 0,17604024




4.5. Yas Tahmini

Bu ¢aligmada kullanilan yas tahmini modeli Adli Genetik Ar-Ge laboratuvarinda gelistirilen

yas tahmin paneli ve bu panel kullanilarak olusturulan yas tahmin modeline goére asagidaki

formiil ile hesaplanmistir. Her 6rnek i¢in bulunan DNAm Yasi Tablo XXII’den Tablo XXV’e

kadar belirtilmistir.

Yas tahmini formiilii: 67,861 +(56,877 * FHL2 + 24,531 * ELOVL2 + 5,212 * TOMI1L1) —

(63,923 * CCDC102B + 31,280 * ASPA + 29,328 * Clorf132 + 29,723 * RASSF5 + 4,489 *

c27082267)

Tablo XXII: Taze Kan Kronolojik yas ve DNA Metilasyon Yas1

Ornek Kronolojik Yas DNAm Yasi
T2023-XX-01 23 24
T2023-XY-02 36 42
T2023-XX-03 49 51

Tablo XXIII: T2023-XX-01 Numarali Orneklerin Kronolojik Yas ve DNA Metilasyon Yasi

Ornek Kronolojik Yas DNAm Yasi Farkl1 Yiizeylerdeki
(Gergek Yas) DNAm Yasi
01-Fayans-0.Ay 23 24 22
01-Fayans-1.Ay 23 24 24
01-Fayans-3.Ay 23 24 27
01-Fayans-6.Ay 23 24 31
01-Bigak-0.Ay 23 24 27
01-Bigak-1.Ay 23 24 23
01-Bigak-3.Ay 23 24 26
01-Bigak-6.Ay 23 24 25
01-Kumas-0.Ay 23 24 26
01-Kumas-1.Ay 23 24 25
01-Kumas-3.Ay 23 24 29
01-Kumas-6.Ay 23 24 27
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Tablo XXIV: T2023-XY-02 Numarali Orneklerin Kronolojik Yas ve DNA Metilasyon Yast

Ornek Kronolojik Yas DNAm Yasi Farkl1 Yiizeylerdeki
(Gergek Yas) DNAm Yasi
02-Fayans-0.Ay 36 42 44
02-Fayans-1.Ay 36 42 44
02-Fayans-3.Ay 36 42 43
02-Fayans-6.Ay 36 42 44
02-Bigak-0.Ay 36 42 43
02-Bigak-1.Ay 36 42 41
02-Bigak-3.Ay 36 42 43
02-Bigak-6.Ay 36 42 41
02-Kumas-0.Ay 36 42 43
02-Kumas-1.Ay 36 42 44
02-Kumas-3.Ay 36 42 42
02-Kumas-6.Ay 36 42 44

Tablo XXV: T2023-XX-03 Numarali Orneklerin Kronolojik Yas ve DNA Metilasyon Yas1

Ornek Kronolojik Yas DNAm Yasi Farkl1 Yiizeylerdeki
(Gergek Yas) DNAm Yasi
03-Fayans-0.Ay 49 51 50
03-Fayans-1.Ay 49 51 49
03-Fayans-3.Ay 49 51 51
03-Fayans-6.Ay 49 51 51
03-Bigak-0.Ay 49 51 49
03-Bigak-1.Ay 49 51 51
03-Bigak-3.Ay 49 51 49
03-Bigak-6.Ay 49 51 51
03-Kumas-0.Ay 49 51 53
03-Kumas-1.Ay 49 51 52
03-Kumas-3.Ay 49 51 50
03-Kumas-6.Ay 49 51 49
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4.6. Cevresel Faktorlerin Etkisi

4.6.1. UV Etkisi

Her bir kisi icin EDTA’I1 kandan izole edilen DNA izolatlar1 15, 30, 60 dakika olmak {izere

DNA/RNA UV biyogiivenlik kabini (Kabin UVT/T-MAR-Grand Bio)’nde UV 1s1nina maruz

birakilmig ve daha sonrasinda bisiilfit doniisiimii yapilip analiz edilmistir. 1. PCR sonrasi

agaroz jel elektroforezinde DNA bantlar1 her 6rnek icin goriilmiistiir. Sonrasinda kapiler

elektroforezde c¢alisilmistir. Elde edilen veriler Tablo XXVI’da belirtilmistir. 15 dakika

maruziyette herhangi bir kayip yasanmamis olup tam profiller elde edilmistir. 30 dakikalik

maruziyette ise T2023-XX-03 o6rnegin 2 lokusunda (CCDC102B ve RASSF5) kayiplar

olmasindan kaynakli metilasyon verisi elde edilemedigi i¢in yas tayini yapilamamistir. 60

dakikalik maruziyette ise sadece T2023-XX-01 adl1 6rnekten yas tayini yapilmistir. T2023-XX-

02 ve T2023-XX-03 kodlu 6rneklerde pik kayb1 gozlenmistir. UV maruziyeti elektroforegram

gorselleri Sekil 13’ten Sekil 15°e gosterilmistir.

Tablo XXVI: UV’de Bekletilen Orneklerin DNA Metilasyon Yas1 Karsilastirmasi

Ornek UV Siiresi Kontrol Grubu DNAm | Farkli siirelerdeki
Yas1 Yasi DNAm Yasi
T2023-XX-01 15 Dakika 24 22
T2023-XX-02 15 Dakika 42 42
T2023-XX-03 15 Dakika 51 52
T2023-XX-01 30 Dakika 24 22
T2023-XX-02 30 Dakika 42 44
T2023-XX-03 30 Dakika 51 X
T2023-XX-01 60 Dakika 24 24
T2023-XX-02 60 Dakika 42 X
T2023-XX-03 60 Dakika 51 X

(DNAm yas1 hesaplanamayan 6rnekler X olarak gdsterilmistir.)
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Sekil 13: T2023-XY-02 numarali 6rnegin 15 dakikalik UV maruziyeti elektroforegram
gorseli.

0130 DK UV -24.07.20237-2423.5.09 PMfsa 0130 DK UV -24.07-2023 et Blood "_

[FOMILT ROz | ESER ] EIZ ] oz

52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 7% 80 82 84 36 88 £

1400

1200

1000

200

600

a00

200

Sekil 14: T2023-XY-01 numarali 6rnegin 30 dakikalik UV maruziyeti elektroforegram
gorseli.
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03 1H UV8-28.23-126 PMfsa 03 1H UV Meh Blood
[TOMILT |ELOVIZ ] [ASPA ] [FHIZ | [CloxfI3Z ] [CCDC102B 07082267
53 55 57 59 81 63 85 67 83 7 73 75 7 79 81 83 85 87

Sekil 15: T2023-XX-03 numarali 6rnegin 60 dakikalik UV maruziyeti elektroforegram
gorseli.

4.6.2. Sicakhik Etkisi

EDTA’l1 kandan izole edilen 6rneklerin izolatlari, 10 ve 15 dakika olmak iizere 1sitici blokta
95 °C’ye maruz birakilmis ve daha sonra bisiilfit doniisiimii yapilip analiz edilmistir. 1. PCR
sonrasi agaroz jel elektroforezinde DNA bantlar1 her 6rnek i¢in goriilmiistiir. Sonrasinda kapiler
elektroforezde calisilmistir. Elde edilen veriler Tablo XXVII’de belirtilmistir. 10 dakikalik
maruziyette tiim drneklerden yas tayini yapilabilmistir. Fakat 15 dakikalik maruziyette sadece
T2023-XX-01 kodlu 6rnekten yas tayini yapilabilmistir. T2023-XX-02 ve T2023-XX-03 kodlu
orneklerin CCDC102B lokusunda pik kayb1 gozlenmistir. 95 °C’ye maruziyeti elektroforegram

gorselleri Sekil 16 ve Sekil 17°de goriilmektedir.
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Tablo XXVII: 95 °C’ye Maruz Birakilan Orneklerin DNA Metilasyon Yas1 Karsilastirmas:

Ornek 95 °C’ye Maruziyet Kontrol Grubu Yasi Farkli sicakliklardaki
Siiresi DNAm Yasi orneklerin DNAm
Yasi
T2023-XX-01 10 Dakika 24 21
T2023-XX-02 10 Dakika 42 42
T2023-XX-03 10 Dakika 51 49
T2023-XX-01 15 Dakika 24 21
T2023-XX-02 15 Dakika 42 X
T2023-XX-03 15 Dakika 51 X
(DNAm yas1 hesaplanamayan ornekler X olarak gdsterilmistir.)
01-10DK-95C9-22-23-11-46 AM fsa 01-10DK-95¢C IESPA Mdl: mod@ ‘ ; — : S - .m:zzs.,
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Sekil 16: T2023-XY-01 numarali 6rnegin 95 °C’ye 10 dakikalik maruziyeti elektroforegram

gorseli.
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02 15DK 956.26.23.3.59 BMfsa. 0215DK 95 Mefh Blood

[TOMILI JECOVIZ ] [ESPA ] 2 ] [Clodi13z ] CCDCI0ZB [c£07082267
53 55 57 59 &1 63 85 87 63 ™ 73 75 77 79 Ed 83 85 87 8

Sekil 17: T2023-XY-02 numarali 6rnegin 95 °C’ye 15 dakikalik maruziyeti elektroforegram
gorseli.

4.6.3. Indigo Etkisi

Taze kandan elde edilen izolatlar bisiilfit doniisiimii yapildiktan sonra PCR asamasinda 4, 10,
50 ve 100mM olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 1 pL indigo eklenmistir. 1. PCR sonras1
yapilan agaroz jel elektroforezinde DNA bantlar1 her konsantrasyon i¢in gozlenmistir. Her
konsantrasyonda tam profil elde edilmesine ragmen sapma oranlari artmistir ve
elektroforegramda istenmeyen artefakt pikler gozlenmistir. Veriler Tablo XXVIII’de

belirtilmistir. Elektroforegram gorselleri Sekil 18°den Sekil 21°e goriilmektedir.
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Tablo XXVIII: indigo Ilave Edilen Orneklerin DNA Metilasyon Yas1 Karsilastirmasi

51 53 55 57

59

] [ESPA ] [EEIZ |
81

63 il 73 75

Ornek Konsantrasyon (mM) | Kontrol Grubu Farkl1 konsantrasyonlarda
DNAm Yasi indigo miktarlarindaki
DNAm Yasi
T2023-XX-01 4 mM 24 25
T2023-XX-02 4 mM 42 44
T2023-XX-03 4 mM 51 52
T2023-XX-01 10 mM 24 17
T2023-XX-02 10 mM 42 38
T2023-XX-03 10 mM 51 50
T2023-XX-01 50 mM 24 20
T2023-XX-02 50 mM 42 42
T2023-XX-03 50 mM 51 50
T2023-XX-01 100 mM 24 23
T2023-XX-02 100 mM 42 44
T2023-XX-03 100 mM 51 52
e e — e —

7 79 81 83 85 87 89

1000

800

800

a0

Sekil 18: T2023-XX-01 numarali 6rnegin 4mM indigo elektroforegram gorseli.
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03 10 M INDIG 082623256 PMLsa 03101 INDIGO Meh Blood ‘
] [ASPA ] [EEEZ ] [CToxi3z ] [Eepclzs ] [RASSFS ]
61
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Sekil 19: T2023-XX-03 numarali 6rnegin 10mM indigo elektroforegram gorseli.
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Sekil 20: T2023-XX-01 numarali 6rnegin 50mM indigo elektroforegram gorseli.
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011.15.23-4.00 M52,
[TOMILT JECOVIZ ] [ASPA ] 2 1 CCDC102B RASSFE
5 54 56 58 60 62 54 6 68 7 2 74 7 7 30 82 34 8 88

Sekil 21: T2023-XY-02 numarali 6rnegin 100mM indigo elektroforegram gorseli.

4.6.4. Hiimik Asit Etkisi

Taze kandan elde edilen izolatlar bistilfit doniistimi yapildiktan sonra PCR asamasinda 100,
125,250 ng/puL olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda 1 pL hiimik asit eklenmistir. 100 ng/pLL
hiimik asit eklenen drneklerde yas tayinleri yapilmasina ragmen sapma orani fazla oldugu tespit
edilmistir. 125 ng/pL hiimik asit eklenen Ornekler 1. PCR sonrast yapilan agaroz jel
elektroforezinde DNA bantlar1 gézlenirken kapiler elektroforez analizinden sonra pik kayiplari
yliziinden yas tayini yapilamamistir. 250 ng/puL hiimik asit eklenen ornekler agaroz jel
elektroforezinde goriintii vermemistir. Bu nedenle devam ettirilmemistir. Veriler Tablo
XXIX’da belirtilmistir. Elde edilen elektroforegram gorselleri Sekil 22 ve Sekil 23’te

goriilmektedir.
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Tablo XXIX: Hiimik Asit ilave Edilen Orneklerin DNA Metilasyon Yas1 Karsilastirmasi

Ornek Konsantrasyon Kontrol Grubu Farkl1 konsantrasyonlarda
(ng/uL) DNAm Yasi hiimik asit miktarlarindaki
DNAm Yasi
T2023-XX-01 100 ng/pL 24 19
T2023-XX-02 100 ng/pL 42 39
T2023-XX-03 100 ng/pL 51 47
T2023-XX-01 125 ng/uL 24 X
T2023-XX-02 125 ng/uL 42 X
T2023-XX-03 125 ng/uL 51 X
T2023-XX-01 250 ng/uL 24 X
T2023-XX-02 250 ng/uL 42 X
T2023-XX-03 250 ng/uL 51 X
(DNAm yas1 hesaplanamayan 6rnekler X olarak gdsterilmistir.)
R4 i R B o -
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Sekil 22: T2023-XY-02 numarali 6rnegin 100 ng/pL hiimik asit elektroforegram gorseli.
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Sekil 23: T2023-XX-03 numarali 6rnegin 125 ng/pL hiimik asit elektroforegram gorseli.
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5. TARTISMA VE SONUC
Adli bilimler agisindan dnemli bir bulgu olan yas tayini {izerine yapilan arastirmalar sonucunda
en umut veren biyobelirteg DNA metilasyonlaridir. DNA metilasyon profilleri {izerinden
yapilan yas hesaplamalari ortalama olarak () 5 yillik bir sapma gostermektedir (72,76,77). Bu
calismada da Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Adli Genetik AR-GE
Laboratuvarinda gelistirilen DNA metilasyonu ile yas tahmini i¢in kan 6rnegine ait 8 lokuslu
multipleks paneli ¢alisilmistir. Kanda yiiksek korelasyon gosterdigi saptanan gen bolgelerinde
bulunan CpG adaciklarindaki ELOVL2 (chr6:11044661), ASPA (chr17:3476273), Clorf132
(chr1:207823715), FHL2 (chr2:105399282), cg07082267, CCDC102B (chr18:68722183),
RASSF5(chr1:206507531), TOMI1L1(chr17:54899387) lokuslar1 calisilmistir. Bu panelin
farkll siirelerde ve farkli yiizeylerde beklemis, ¢esitli cevresel kosullara maruz birakilarak
degrade edilmis kan o6rneklerindeki profilleme basarisi incelenmistir. 3 farkli yas grubundan
olan, onam formunu imzalamig 3 bireyden alinan kan numuneleri ile olusturulan yapay olay
yeri Orneklerinin analizi, gelistirilmis olan panelin gergek adli vakalarda uygulanabilirligi ve

giivenilirligi test edilmigtir.

Calismada kisilerden alinan taze kanlar analiz edilmistir. Cikan yaslar T-2023-XXO01 ve T-
2023-XX-03 numarali 6rnekte tutarlilik gdstermektedir. T-2023-XY-02 numarali kiginin de
¢ogu Orneginde yas tahmin sonuglarinin (+) 4 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu kisinin
yasam aligkanliklar1 ve sigara tiiketimi, yas tahmin oranindaki sapmaya katki saglamis

olabilecegi diislinlilmiistiir.

Gegmisten giliniimiize kadar yapilan ¢alismalara bakildiginda, bazi ¢aligmalarda sigara igme
aliskanlig1 ve yaslanma arasinda bir baglant1 bulunurken (105,106,107), baz1 ¢caligmalarda ise
herhangi bir baglant1 tespit edilmemistir (108). Bu iki etmen arasinda herhangi bir baglam

bulamayan Hamano ve arkadaglar1 (109) gibi Eipel ve arkadaslar1 (110) da 22 sigara i¢en ve

66



179 sigara igmeyen kisiyi karsilastirmis ve herhangi bir farklilik tespit etmemistir. Calisilan
CpG bolgelerinin sigaradan etkilenen bdolgeler ile yas tahmininde kullanilan bdlgelerin ayni
olmas1 durumunda sigaranin etkileyici bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir.

Cinsiyet farkliligi ve DNA metilasyonu iizerine yapilan ¢alismalara bakildiginda, genis capta
calisilmis olmasina ragmen, cinsiyetin yasla iliskili DNA metilasyonunu nasil etkiledigi
konusunda celiskili sonuglar rapor edilmistir. Weidner ve ark. (111) ve Zbiec-Piekarska ve ark.
(77) tarafindan yapilan ¢alismalarda, erkekler ve kadinlar arasinda yas tahmini dogrulugunda
kiigiik farkliliklar bulunmustur. Her iki ¢alismada da tahmin edilen yas, erkeklerde kadinlara
gore daha yiiksek ve tahmin dogruluklari da kadinlarda daha yiiksek oldugu saptanmistir. Fakat
her iki ¢aligmanin da 6rneklem biiyiikliigiiniin kiigiik olmasindan kaynakli, bulunan farklarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: fark edilmistir. Ayrica istanbul Universitesi- Cerrahpasa
Adli Genetik Ar-Ge laboratuvarinda gelistirilen yas tahmin paneli ¢aligmalarinda oldugu gibi,
DNA metilasyonuna dayali yas tahmini iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogunda da cinsiyetin
DNA metilasyonu iizerinde herhangi bir etkisi tespit edilmemistir (70, 110, 112,113).

DNA metilasyonlarinin az miktarda DNA ile sonug¢ vermesi belirte¢ olarak tercih edilmesine
olanak saglar. Bu arastirmada da ¢aligilan minimum miktar 1,13 ng/pl olarak saptanmis ve tam
metilasyon profili alinip yas hesaplamasi yapilabilmistir. Istanbul Universitesi- Cerrahpasa
Adli Genetik AR-GE laboratuvarinda gelistirilen yas tahmin paneli caligmalarinda da 1ng/pl ve
iisti DNA ile giivenilir yas tahmini elde edildigi bulunmustur. DNA metilasyonu ile
identifikasyon iizerine yapilan bir ¢alismada da tespit limiti 1,25 ng/ul olarak bulunmustur
(114). DNA metilasyon belirtegleri, hem yas tayini calismalarinda hem de identifikasyon

calismalarinda az miktarda DNA ile ¢aligmaya olanak sagladig1 goriilmiistiir.
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5.1.Yiizeylerarasi Farkhiliklar ve Bekleme Siiresinin Yas Tahmin Paneline Etkisi

Olay yerinden elde edilen biyolojik deliller genellikle ¢esitli yiizeylerden toplanmaktadir. Kan
orneklerinin gesitli yiizeylerden elde edilmesi ve bu ylizeylerde farkl: siirelerde bulunmasinin
DNA metilasyonu ile yas tayini analizine etkisini arastirmak bu ¢alismadaki hedeflerden biridir.
Farkl yiizeylerde bekletilen 6rneklerden ilk olarak DNA izolasyonu yapilmistir. Bu ¢alisma
icin DNA izolasyonu agisindan en uygun yiizeyin fayans oldugu tespit edilmistir. Kumasin lifli
yapisindan kaynakli, izolasyon sonrasi elde edilen DNA miktarlar1 fayansa oranla daha
diistiktiir. Ciinkdi kan, kumasin lifli yapisi tarafindan absorbe edildigi i¢in izolasyon sirasinda
ornegin geri kazanimi tam verimle yapilamadigindan daha diisiik DNA miktar1 elde edildigi
diisiiniilmektedir. Bigak Orneklerinde de fayansa oranla daha diisiik DNA miktarlar1 elde
edilmesinin nedeni metal yiizeyde bulunan inhibitorler kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir
(115,116). Fayans ve bigcagin yiizeyi diiz ve kuru oldugundan kurumus kan 6rnekleri direkt
ylizeyden alinabildigi icin DNA izolasyonu da tam verimle yapilabilmistir.

Analiz edilen her yiizey i¢in 6. ay da dahil olmak iizere tiim 6rneklerden DNA metilasyon
profilleri elde edilmis ve yas tahminleri yapilmigtir. Fakat genel olarak bakildiginda bekleme
stiresi arttik¢a yas tahmini sapma oraninda da bir artis s6z konusu olmustur. Ayrica elde edilen
DNA miktar1 a¢isindan da bekleme siiresi arttikca elde edilen DNA miktar1 da bazi yiizeylerde
daha diisiik elde edilmistir.

2020 yilinda yapilan bir calismada 5 yil keten kumasta bekletilmis kan lekelerinden Irisplex
sistemi ¢alisilmig ve sonug aliarak fenotip tayini yapilmistir. Fakat bekleme siiresine bagl
olarak izolasyon sonrasi elde edilen DNA miktarinda oldukg¢a fazla azalma goriilmiistiir.
Varillan bu sonu¢ da bu c¢alismanin sonucuyla tutarlidir (89). Bekleme siiresi arttikca
degradasyon miktar1 da artt181 i¢in izolasyon asamasinda elde edilen DNA miktar1 da azalmistir.
Poetsch ve arkadaslar1 2022°de yayinladiklar1 bagka bir ¢alismada ise toplanan kan ve tiikiiriik

orneklerini kumag ve plastik olmak tizere 2 farkli yiizeyde 12 aya kadar varan siirelerde oda
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kosullarinda karanlikta bekletmisler ve sonrasinda STR analizi yapmiglardir. Kan 6rnekleri
icin kumasg ve plastikte bekletilen 6rnekler arasinda anlamli bir farklilik tespit etmemiglerdir. 9
ay bekleyen orneklerden tam profiller elde edilmesine ragmen 12 aylik bekletme sonucunda
orneklerin sadece %50’sinden sonug¢ alabilmistir. Sonu¢ alinamayan ¢ogu 6rnegin diisiik
DNA miktarina sahip oldugu tespit edilmistir. Dis mekan senaryolarinin calisildigi bu
calismada i¢ mekana kiyasla daha diisitk tam DNA profilleri elde edildigi belirtilmistir.
Ozellikle toprakta bekletilen numunelerin 3 ay sonrasinda tam profil elde edemediklerini
raporlamiglardir. Bunun nedeni olarak toprakta bulunan mikrobiyal floranin analiz edilecek
ornekler ile direkt temasindan kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir (81). Bu tez ¢alismasinda da her

yilizeyde ve 6 aylik bekletmede sonug alinmistir.

5.2. inhibitorlerin DNA Metilasyonu Yas Tahmin Paneline Etkileri
Inhibitdrlerin DNA analizlerinde 6zellikle PCR asamasinda etkili oldugu bilinmektedir. Analiz
edilecek DNA’nin ¢esitli safsizliklar icermesi, PCR asamasindaki basarisizliklara sebebiyet
vermektedir. Ciinkii inhibitdrler, PCR asamasinda kullanilan her bilesige farkli sekillerde etki

etmektedir. Bu ¢calismada da iki inhibitor (indigo ve hiimik asit) ¢calisilmigtir.

Indigo ile 4 farkli konsantrasyon ¢alisilmis ve hepsinde tam profil almmustir. Kot kumasinda
bulunan indigo, adli ¢alismalar agisindan 6nemli bir PCR inhibitoriidiir. Cilinkii olay yerinde
kot kumasi iizerinden siklikla DNA ornekleri toplanmaktadir. Bu c¢alismada 100mM
konsantrasyona kadar DNA metilasyonu yas tahmini panelinde tam profil alinarak yas tahmini
yapilabilmistir. Calisilan diger bir inhibitdr ise hiimik asit, toprakta bulunan giiclii bir PCR
inhibitoriidiir. Adli calismalar agisindan saglikli bir analiz i¢in hiimik asit, oldukca biiyiik bir
engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Calisilan 4 farkli konsantrasyonda sadece 100 ng/ul’de tam

profil elde edilebilmistir. Fakat tahmin edilen yaslarda sapma orani ¢ok fazla oldugu i¢in
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saglikli bir tahmin yapilamamistir. 125 ng/ul’de 1. PCR sonrasi yapilan agaroz jel
elektroforezinde DNA bantlar1 goriilmesine ragmen oldukea fazla pik kayb1 gozlenmis ve yas
tahmini pik/alel kayiplarindan dolay1 yapilamamistir. 250 ng/ul’de ise agaroz jelde dahi DNA
bantlar1 gozlenmemistir.

Literatiirde inhibitorler ile yapilan bir¢ok calisma bulunmaktadir. Diivenci A. tarafindan
cevresel etmenlerin InDel’ler paneli tlizerine etkisi ¢alisilmistir. 25 ve 50 ng/ul hiimik asit ile
yapilan analizlerde lokus kayiplar1 goriilmiis 12,5 ng/pl hiimik asit ve altinda ise tam profiller
elde edilmistir. Indigo da ise 4mM’da sadece bir lokusta kayip goriilmiistiir. indigonun daha
yiiksek konsantrasyonlar1 ¢aligilmadigi icin 4mM ve iistii konsantrasyonlarin InDel analizine
etkisi bilinmemektedir (117). Calismamizdaki konsantrasyonlarin her iki inhibitor i¢in de
yiiksek oldugu g6z oniine alinirsa indigoda bir kayip gézlenmemesi ve 100 ng/pl hiimik asit
konsantrasyonunda sonu¢ alinmast Onemlidir. Bu iki c¢alisma karsilastirildiginda DNA
metilasyon profillerinin InDel’lere gore daha yiiksek hiimik asit ve indigo inhibitor
konsantrasyonlarina maruz kalmasina ragmen DNA metilasyon profilleri elde edilmesi 6nemli

bir bulgudur.

Silva ve arkadaglar tarafindan (2016) yapilan bir calismada PCR inhibitorlerinin metilasyon
diizeyleri iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Calismamizdan farkli olarak inhibitorler, bisiilfit
Oncesi ve bisiilfit sonrasi eklenmistir. Hematin (0,08 mM) ve hiimik asit (0,24 mg/mL)
inhibitorleri ¢alisilmistir. Bu inhibitdrlerin bisiilfit modifikasyonundan 6nce eklendiginde tiim
numunelerin ¢ogaldigint ve kontrol 6rnegi metilasyon degerleri ile test edilen diger 6rnekler
arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gdzlemlemislerdir. Bununla birlikte, bisiilfit
modifikasyonundan sonra inhibitorler eklendiginde amplifikasyon islemi basarisiz olmus ve
pirosekanslama sonuglar1 negatif kontrol 6rnegine benzer sonuglar elde etmislerdir. Bisiilfit
doniisiimii i¢in kullanilan kitin {ireticisi (Qiagen, CA) tarafindan saglanan verilere gore, bisiilfit

doniisiimiiniin yan1 sira daha sonraki metilasyon analizi i¢in modifiye edilmis DNA'nin diger
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maddelerden arinmasini da sagladigr belirtilmistir. Yikama adimi muhtemelen PCR
inhibitorlerinin bisiilfit modifikasyonunu takip eden PCR amplifikasyonu iizerinde fark
edilebilir bir etkisinin olmamasini agiklamaktadir. Bulgularindaki bir diger 6nemli etmen ise
bozunmus DNA’ya ragmen elde edilen veriler ile pozitif kontrol 6rnekleri arasindaki veriler
arasinda anlamli bir farkliligin gézlenmemesidir. Bu ¢aligmada varilan en onemli sonug
inhibitér maruziyetinin bisiilfit 6ncesi ve sonrasinda olmasmin etkisi biiyliktiir (10). Bu
calismada da bizim ¢alismamizda oldugu gibi hiimik asidin bisiilfit sonras1 eklenmesi ile

amplifikasyon islemi basarisiz olmus ve sonug alinamamastir.

Ruiyang ve arkadaglarinin (2019) yaptig1 ¢alismada ise PCR inhibitérlerine maruz birakilan
DNA orneklerinden STR ¢alismiglardir. Hematin, hiimik asit, iire ve indigotin gibi ¢ok farkl
inhibitdr ¢alisilmistir. Inhibitér konsantrasyonlari arttikca hem tespit edilen lokuslarin ortalama
yiizdesi hem de ortalama alel tepe yliksekligi azaldig1 goriilmiistiir. 160 ng/mL hiimik asit ve 4
000 ng/mL indigo konsantrasyonunda tam profiller elde edilirken, >320 ng/mL hiimik asit, >8
000 ng/mL indigo konsantrasyonlarinda piklerde diisiis goézlenmistir (118). Bu g¢alisma ile
bizim caligmamiz karsilastirildiginda ise daha diisiik konsantrasyonlarda calisilan hiimik asit

inhibitériinde STR profilleri agisindan kayiplar yasanmstir. Indigoda da durum benzerdir.

Fan ve arkadaslar1 (2022) tarafindan STR paneli i¢in yapilan validasyon caligmasinda ise,
indigo 125 pM, 250 uM, 500 puM ve 1000 uM olmak {iizere dort farkli konsantrasyonda
calisilirken, hiimik asit i¢inse 125 ng/ul, 250 ng/ul, 500 ng/ul ve 1000 ng/ul olacak sekilde dort
farkli konsantrasyon calisilmigtir. Hiimik asit icin PCR inhibisyon etkileri 125-250 ng/ul
konsantrasyonlarda belirgin olmadig1 bulunmustur. Indigo 1000 pM konsantrasyonlarda bile
PCR’de inhibe edici etkiye sahip olmadigi ancak 1000 ng/ul’de hiimik asitte ise tamamen
inhibe edici etki gdstermistir (119). Bu calismada bizim ¢alismamiza oranla daha diisiik indigo

konsantrasyonlari ¢alisilmis ve indigonun en yiiksek konsantrasyonunda dahi herhangi inhibe

71



edici bir etki goriilmemistir. Bizim ¢alisgmamizda hiimik asidin inhibe edici etkisi daha diigiik
kosantrasyonlarda gozlenmistir.

Yukaridaki bilgiler 1s181inda ve bu tez calismasinda da gozlemlendigi gibi hiimik asidin diistik
konsantrasyonlar1 bile giiclii bir inhibitdr etkisi gdstermistir. indigoda ise 100mM gibi bir
konsantrasyonda bile yas tahminini etkileyecek bir inhibitor etkisi gostermemistir. Ayni
zamanda daha yiiksek konsantrasyonlar c¢alisilmasina ragmen InDel’lere oranla DNA

metilasyon profilleri elde edilmistir.

5.3. UV ve Is’nin DNA Metilasyonu Yas Tahmin Paneline Etkileri

Cevresel faktorler acisindan incelenmesi gereken bir diger etmen UV dir. Giines 1sinlarindan
kaynakli gelen UV 1sinlar1 g6z oniine alindiginda dis mekanlarda ger¢eklesen adli vakalar igin
onemli bir etmendir. Ayn1 zamanda UV ’nin yikici etkileri, laboratuvarda yiizey temizleme i¢in
siklikla kullanilmasindan kaynakli bilinmektedir (81). Bu c¢alismada 15 dakikalik UV
maruziyeti, DNA metilasyon profili ile yas tahmini agisindan bir sorun teskil etmemistir. Fakat
30 dakikalik maruziyette T-2023-XX-03 numarali kiginin metilasyon profilinde pik kaybi
goriildiigi icin yas tahmini yapilamamustir. 60 dakikalik bir maruziyet ise T-2023-XY-02 ve T-
2023-XX-03 numarali bireyler i¢in pik kaybina neden olmus ve profil elde edilememistir. Bu
nedenle, 30 dakika ve {istli maruziyetlerde saglikli bir DNA metilasyon profili elde etmek

miimkiin olmamustir.

Sicakligin DNA iizerine etkisi bilinmektedir ve birgok calisma ile de kanitlanmustir. Ozellikle
kan lekelerinin ayrigmasi, oksidasyonu ve denatiirasyonu daha yiiksek sicakliklarda daha
hizlidir (120). Bu ¢alismada 95 °C 1s1 ile 10 dakikalik bir maruziyet, tam profil elde edilip yas

tahmini yapilmasina engel olmamistir. Fakat 15 dakikalik bir maruziyet pik kayiplarina neden
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olup yas tahminini miimkiin kilmamaistir. Is1 ile DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozuldugu ve

DNA’nin degrade olup par¢alanmaya bagladig: bilinmektedir.

Diivenci A. (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada InDel’ler {izerine UV ve 1s1 etkileri
arastirilmistir. InDel’ler i¢in 120 dk’lik UV maruziyeti sinir deger olarak belirlenmis ve lokus
kayiplart goriilmiistiir. 95 °C 1sida ise 30 dakikalik maruziyette lokus kayiplar1 goriilmiistiir
(117). Bizim ¢alismamizda ise 60 dakikalik UV maruziyetinde lokus kayiplarindan kaynakli
profil elde edilememistir. 95 °C 1s1ya 15 dakikalik maruziyette de yas tahmini yapilamamaistir.
InDel’lerin 1s1 ve UV maruziyetine DNA metilasyonlarina oranla daha dayanikli oldugu
sonucuna varilmistir.

Bremmer ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan calismada kan lekeleri farkli kosullarda
bekletilmistir. Sicaklik olarak bakildiginda analiz edilen sadece bes farkli derece (0,4, 22, 37
ve 40 derece) oldugundan kaynakli, sicakligin etkisi iizerine anlamli ve yeterli bir veri elde

edilememistir (120).

Baska bir ¢alismada ise UV etkisini incelemek icin DNA 6rnekleri, bir SpectroLinkerTM XL-
1500 UV capraz baglayicida 30, 60, 90, 120 ve 150 saniye boyunca maksimum giigte maruz
birakilmistir. UV 15181na maruz kalma siiresi arttik¢a, elde edilen profillerin kalitesi azalmas;
daha fazla allelik ve lokus kaybi Orneginin yani sira heterozigot pik dengesizlikleri
gozlemlenmistir. Clinkii, UV hasar1 zamanla birikerek amplifikasyonu 6nleyen daha fazla timin
dimerine neden oldugu gibi, alellerin tamaminin kopyalanmasini engelleyen iplik kopmalarina
neden olmaktadir. Spectrolinker™ olusturdugu DNA hasari, dogal (giines 15181) UV
maruziyetinde goriilen bozulmadan daha asir1 oldugu raporlanmistir. Ciinkii bu cihaz, ozon
tabakasinin aksine mutajenik olabilecek UV-B ve UV-C isinlarin1 bloke etmemektedir. Bagka
bir neden ise dogal olarak bozunan orneklerdeki DNA'nin, hiicresel bilesenler tarafindan

korunmasidir. Calismamizda oldugu gibi bu ¢aligmada da yapay olarak bozunan DNA'nin zaten
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ekstrakte edilmis olmasi ve dolayisiyla ekstraksiyon islemi sirasinda hiicresel bilesenlerin
uzaklagtirilmasi ve geriye yalnizca saflastirilmis DNA'nin kalmasi da daha hizli degradasyon

icin 6nemli bir etkendir (121).

Bu ¢alismada, Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Adli T1ip ve Adli Bilimler Enstitiisii AR-GE
laboratuvarinda kan ornekleri icin gelistirilen 8 CpG bdlgesini igeren yas tahmin panelinin,
farkll ylizeylerde ve farkl siirelerde beklemis, ¢esitli ¢evresel kosullar ile degrade olmus kan
orneklerindeki basaris1 gozlenmistir. Pamuklu kumas, fayans ve bigak gibi farkli yiizeylerde
0,1,3,6 ay olmak tiizere bekletilen kan oOrneklerinden yas tahmini yapilmigtir. Taze kan
orneklerinden elde edilen DNA izolatlari, 15, 30 ve 60 dakika olmak iizere UV’ye maruz
birakilmig ve 60 dakikada lokus kayiplarindan kaynakli yas tahmini yapilamamistir. 95 °C’lik
1stya 10 dakikalik maruziyette yas tahmini yapilirken, 95 °C’ye 15 dakika maruz birakilmig
olan DNA izolatlarinda lokus kayb1 goriilmesi nedeniyle yas tahmini yapilamamistir. Bir diger
cevresel faktor olarak calisilan inhibitorlerde ise hiimik asit gii¢lii bir etki gosterip calisilan
diisiik  konsantrasyonlarda bile yas tahmini yapilamazken, indigonun yiiksek
konsantrasyonlarinda dahi yas tahmini yapilmistir. Genel olarak, ¢evresel faktorlerin biyolojik
delillere negatif etkisi biiyiiktiir. Degrade DNA ile de sonu¢ veren bir yas tahmin paneli
gelistirmek, adli bilimciler i¢in 6nemlidir. Bu ¢aligmaya bakildiginda DNA metilasyonu ile yas
tahminine farkli yiizeylerin etkisi, farkli stirelerde kan orneklerinin beklemesi, UV, 1s1 ve
inhibitorler gibi cesitli cevresel faktorlerin ¢alisilmasimnin yani sira ¢ok c¢esitli ¢evresel
faktorlerin oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle mikrobiyolojik ajanlarin etkisi, ortamin nem
diizeyinin etkisi, toprak yiizeyde bulunan kan numunelerinin analiz basarist gibi daha bir¢ok

cevresel faktor aragtirilmalidir.
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