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Klinik Oncesi Calismalarda Genel

Kavramlar ve Akis
General Concepts and Outline in Preclinical Studies
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Klinik oncesi calismalar bilimsel projelerde ve klinik
calismalara geciste onemli role sahiptir. Bu calismalarda iyi
bir hipotez kurmak, kapsamli literattir taramasi ile calismanin
seklini vermek, deneydeki hayvan sayisini belirlemek ve
sonuclart yorumlamada istatistik¢ci destegi almak ve tim
bunlari etik cercevede yuriitmek onem tasir. Uygun kontrol
gruplarinin secimi ve pilot calismalarin kullanimi 6nemlidir.
Bu calismalarin tasarim ve yirttilmesindeki plansiz ve hatali
uygulamalar sadece calismanin klinik uygulamaya gecisini
engellemekle kalmaz, ayni zamanda arastirma kaynaklarinin
israfina da yol acar. Bu derlemede deneysel tasarimlar
hakkinda genel bilgiler verilecek ve klinik oncesi calismalarin
planlama asamalarina genel bakis sunulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Klinik oncesi calisma, arastirma tasarimi,
hayvan deneyleri, deneysel tasarim

Abstract

Preclinical studies play a crucial role in scientific projects
and the transition to clinical trials. These studies require
formulating a sound hypothesis, conducting a comprehensive
literature review to define the study design, determining the
number of animals in the experiment, obtaining statistical
support for interpreting results, and conducting all of these
processes within an ethical framework. The selection of
appropriate control groups and the use of pilot studies are
also important. Unplanned and flawed practices in the design
and execution of these studies not only hinder the transition
to clinical application but also lead to a waste of research
resources. This review will provide general information about
experimental designs and offer an overview of the planning
stages of preclinical studies.

Keywords: Preclinical study, research design, animal
experiments, experimental design

Giris

Klinik oncesi calismalar; hastaliklarin patofizyolojisini
ve tedavisini cozmemize yardimc olarak  klinik
calismalara kopri kuran, ayni zamanda ilag ve tibbi cihaz
gelistirme calismalaridir. Bu calismalar, deneyin amacina
ve hedefine bagli olarak iki kategoriye ayrilabilir. Hipotez
ureten (kesifsel) calismalar hastaligin patofizyolojisiyle
ilgili ve potansiyel ilac hedefleri ile ilgili test edilebilir
teoriler Uretmeyi, hipotez test eden (dogrulayici)
calismalar ise kesifsel bulgulari ilgili hayvan modellerinde
yeniden tretmeyi amaclar. Ayni calismalar icinde her iki
bilesen de olabilir.

Klinik oncesi calismada oncelikle deney hayvani
kullaniminin gerekliligi gozden gecirilmelidir. Bu deneyler
titizlikle tasarlanmali, yiritulmeli, analiz edilmeli ve
raporlanmalidir. lyi planlanmis bir ¢alisma hem etik hem
de bilimsel acidan 6nem tasir. Dogru planlama calismanin
tekrarlanabilirligini artinir. Deneylere baslamadan once
istatistiksel analiz planini da iceren net protokoller
hazirlanmalidir. Yapilan yanlis istatistik ve siirecler yanls
sonuclarile yayin yanliligina neden olabilir. Tiim tanimlanan
bu on hazirliklara uyulmamasi, yanlis siire¢ (homojen
olmayan olgu grubu kullanimi, 6n calisma yapmama
gibi) ve istatistik uygulanmasina bagli hatali sonuclara ait
ornekler Festing'in (1) makalesinde ayrintih vurgulanmistir.
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Turkiye’de  klinik  oncesi  calismalarda  deney
hayvanlarinin  kullanimi vyasal diizenlemelere tabidir.
Bu kurallar calismalarda oncelikle hayvan refahini
ve etik kurallari temel almaktadir. Deney hayvani
cahismalarindaki temel kanunlar ve yonetmelikler:

* 5199 Sayih Hayvanlari Koruma Kanunu

(1 Temmuz 2004, sayi: 25509)

Hayvanlarin korunmasi, aci ve eziyet cekmelerinin
onlenmesi amaciyla deneylerin nasil yapilmasi gerektigini
diizenleyen ana kanundur (2).

* Deneysel ve Diger Bilimsel Amaclar icin

Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina
Dair Yonetmelik (13 Aralik 2011, sayi: 28141)

Deney hayvanlarinin Gretimi, bakimi, barinmasi ve
deneylerde kullanimi ile ilgili detayh sartlari icerir (3).

* Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul

ve Esaslarina Dair Yonetmelik (15 Subat 2014,
sayl: 28914)

Calismalarin etik kurallara uygunlugunu denetleyen
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) ve Hayvan
Deneyleri Merkezi Etik Kurulu (HADMEK) etik kurullarin
calisma prensiplerini belirler (4).

Deney Hayvanlart  Kullanim = Sertifikasi  Egitim
Programina dair genelge (02.04.2019) ile HADYEK'ler
tarafindan diizenlenecek Deney Hayvanlari Kullanim
Sertifikast  Egitim Programindaki dersler ve egitim
hedefleri yayinlanmistir (5).

Turkiye’deki yasal mevzuat, uluslararasi kabul gormus
olan 3R kuralina dayanmaktadir (6):

Replacement (yerine koyma): Hayvan deneyleri yerine,
hayvan kullaniilmayan alternatif yontemlerin (hiicre
kaltird, bilgisayar modellemesi gibi) tercih edilmesi.

Reduction (azaltma): Bilimsel sonuc icin gereken
minimum hayvan sayisinin kullaniimasi.

Refinement (iyilestirme): Hayvanlarin aci, agri ve
stresini minimuma indirecek, yasam kosullarini en iyi
hale getirecek yontemlerin kullanilmasi.

Bu kanun ve kurallar cercevesinde klinik oncesi
calisma planlarken; deney yapilmadan 6nce mutlaka
kurumsal bir etik kuruldan (HADYEK) onay alinmalidir.
Deneylerde gorev alacak arastirmacilarin, onayli bir
egitim programindan gecerek “Deney Hayvani Kullanim
Sertifikasi” almalari zorunludur. Yasal izinler olmadan,
sertifikasiz personel ile ve 3R kurallarina uymadan deney
hayvani kullanmak suctur.

Bu derlemede klinik 6ncesi calismalarin tasarimiyla
ilgili genel kavram ve prensipleri aciklayacagiz, klinik
oncesi calismalarin tasariminda yer alan adimlari ve
kavramlari tanimlayip, bu surecte dikkate alinmasi
gereken konulara genel bakis sunacagiz. Bu bolim ayni
zamanda bu sayida yer alan diger yazilara da on bilgi
olup; klinik 6ncesi calismalari tasarlamanizda yol gosterici
olacaktir.

Klinik Oncesi Calisma Nasil Planlanir?

Cahismayr planlamada vyer alan tim asamalarin
dogru planlanmasi ve tasarimi, bilimsel olarak gecerli
ve tekrarlanabilir veriler tretecek bir deney tasarlamak
icin kritik oneme sahiptir. is akisini en bastan belirlemek,
bunun icin bir akis semasi c¢izmek ve kontrol listesi
olusturmak, olusabilecek olumsuzluklara karsi ¢oziim
planlari en bastan belirlemek siireci kolaylastiracaktir.

Literatiir Taramasi

Deneysel tasarim asamasi icin gerekli olan tim
bilgileri irdelemek icin cok kapsamli bir literatir taramasi
yapilmasi en onemli ilk asamadir ve bu konuda deneyimli
kisiler ile stirec tartistimalidir.

Literatur taramasinin amaci ilgili calismalari ve
yontemleri  6grenmek, uygun hayvan modellerini
belirlemek, hayvanlarin  kullanimi yerine alternatif
yontemlerin varhigini sorgulamak ve gereksiz arastirma

tekrarlarini  ortadan kaldirmaktir.  Ayrica  onerilen
yaklasimin bilimsel amaca uygun olup olmadigini
ve modelin belirtilen hedeflere gercekten ulasip

ulasmayacagina dair de yol gosterecektir.

Hipotez Kurma

Arastirmaci calismada cevaplanacak sorunun ne
oldugunu belirtmelidir. Esas sorunu ortaya koyan
ve arastiran temel bir hipotez ile alternatif hipotez/
hipotezleri ortaya koymak uygun olacaktir.

Bazi durumlarda iki hipotez one sirilebilir: sifir
hipotezi ve alternatif hipotez (7). Alternatif hipotez,
deneysel manipiilasyonun olcilen yanit tzerinde bir
etkisi oldugu varsayimini, sifir hipotezi ise hicbir degisiklik
veya hichir etki olmadigini ifade eder. Bunu hir 6rnek ile
aciklayalim:
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- Sorun: Egzersiz esnasinda hangi diyet sicanlarda
kas dokusunu korur: A diyeti mi yoksa B diyeti mi?

- Sifir hipotezi: Gruplarin ayni sonucu gostermesi
beklenir (A diyetiyle beslenen sicanlar, B diyetiyle
beslenen sicanlarla ayni miktarda kilo alacaktir).

- Alternatif hipotez: Deneysel gruplarin farkh
sonuclar gostermesi beklenir (sicanlar A diyetiyle
B diyetine gore daha fazla kilo alacaktir veya tam
tersi).

- Test edilemeyen hipotez: Bir sonuc kolayca
tanimlanamaz veya yorumlanamaz (A diyetiyle
beslenen sicanlar, B diyetiyle beslenen sicanlardan
daha iyi goriinecektir). “Daha iyi” ne anlama gelir?
Test edilebilir bir hipotez olusturmak icin tanim
actkca belirtilmelidir. Net olmayan ifadelerden
kacinilmahdir.

Calismada Kimler Yer Almali?

Calismada vyer alan kisilerin mutlaka deney hayvani
kullanim sertifikasina sahip olmasi gereklidir. Projede
yer alan tiim personel, bu proje icin uygulayacaklar
yontemler konusunda nitelikli ve egitimli olmalidir.
Proje planlanirken hangi uzmanlik alanlarinin gerekli
oldugu gozden gecirilmeli ve bu branslar ile iletisime
gecilmeli, calismada ne derecede yer alacaklari, gorev ve
sorumluluklar baslangictan itibaren konusulmalidir.

Deney Hayvani Secimi ve Deneysel Modeli
Belirleme

Hayvan deneyleri tasarimindaki en kritik adim
sorulan deneysel soruyu ele almak i¢in en uygun hayvan
modelinin belirlenmesidir (8).

Bir  hayvan modeli, “etiyoloji, patofizyoloji,
semptomatoloji ve terapotik miidahalelere yanitacisindan
insan durumuna benziyorsa” gecerli olarak tanimlanir (9).
Genellikle, bu genel gecerlilik icagidan elealinir: 6ngoriici
gecerlilik (testteki performans, modellenen kosuldaki
performansi 6ngorir), yuz gecerliligi (modellenen kosulla
fenomenolojik benzerlik) ve yapisal gecerlilik (modelin
saglam bir teorik gerekgesi vardir).

En uygun modeli secerken su ozellikler dikkate
alinmalidir:

(1) Canlilarin evrimsel siirecteki yerini ve karmasiklik
diizeyini goz oniine alarak oncelikle gelisimdeki
en dusik seviyedeki hayvanin kullanimi tercih
edilmelidir.

(2) Calismadakitlr ve/veya sus olarak 6zguin ozelliklere
sahip hayvanlar kullaniimahdir. Bir tir icinde kritik
olabilecek sus veya irk farklihklarinin oldugunu
hatirlamak onemlidir. Hem tiir hem de sus, bilimsel
gecerlilik icin karsilastirilabilir olmalidir.

(3) Deneysel modeli belirlemede birden fazla secenek
varliginda her birinin avantajlari ve sinirlamalari
goz onunde bulundurulmalidir (8). Sonuclarin
insanlara genellestirilmesi gerektiginde tir secimi
kritik olabilir. Benzer genetik yatkinliklara veya
metabolik yollara sahip veya insanlara benzer
patoloji gosteren hayvan tirlerinin daha iyi
modeller olma olasiligi ylksektir.

(4) Deney siiresi  boyunca hayvan modelinin
edinilmesi ve bakimiyla ilgili maliyetler goz oniinde
bulundurulmahdir.

(5) Kapsamh bir literatlir taramasi sonrasi secilen
model bu konuda deneyimli meslektaslariniz ile
tartistimahidr.

(6) Hayvan modelini edinmek icin ticari saticilar
veya devlet destekli hayvan model depolar ile
gortsulmelidir.

(7) Calismada istenmeyen degiskenlerin etkisini en
aza indirmek icin standardizasyon kullaniimalidir
(10). Hayvanlari (6rnegin, tek cinsiyetli akraba
ciftlesmesinden  dogan  hayvanlar), cevreyi
(ornegin, standart barinma ve bakim kosullar), test
prosedirini ve zamani (6rnegin, deneyi ayni anda
tek bir grupta yuritmek) standartlastirmalidir. Bu
durum kullanilan hayvan sayisinin da azaltilmasina
katkida bulunur.

(8) Deney hayvan modelini belirlerken degerlendirme
ve girisimlerde uygun zaman noktalarini
belirlemek icin modelde hastaligin ilerleme sireci
ile modelde yer alacak personel ve deneylerin
gerceklestirilmesiyle ilgili tim maliyetler dikkate
alinmalidir.

(9) Hayvanlara kimyasal veya biyolojik tedaviler
uygulanacaksa, uygun uygulama  yontemi
belirlenmelidir (enjeksiyon yolu veya gavaj gibi).

(10) Hayvan modelinin nihai olarak belirlenmesinden
once beraber calisacaginiz deney hayvanlari
laboratuvarinin veteriner hekimine danisiimalidir.
Calismanin  stireci  acisindan  bu  hayvanin
uygunlugu, calismada kullanacaginiz hayvan icin
uygun kosullar olup olmadigi konusulmaldir.
Deneysel modeli olusturmak icin yerel olarak
yeterli tesislerin mevcudiyeti arastiriimalidir.
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Ornek: A hastaliginin tedavisi icin yeni gelistirilen
bir antibiyotik molekilin etkinligini statik bobrek
sintigrafisi, bobrek ultrasonografisi ve biyokimyasal

parametreler ile  degerlendireceg§imiz  calismada
oncelikle tercih edecegimiz hayvan ve kosullar
degerlendirilmelidir. ~ Kritik  nokta  gortntileme

yapilacak cihazlar icin sistem rezoliisyonu nedeni ile
hayvan boyutu olacaktir. Deney hayvani icin uygun
sistem yoklugunda insan sistemleri ile goriintiilenebilen
tavsan ya da hamster disunilebilir. Goriintiilemede
kullanilacak cihazlarin uygunlugu ilgili klinikler ile
ayrintili tartistimalidir. Soracaginiz bazi sorular sunlardir:

- Deneyde kullaniimasi planlanan hayvanlar A
modeli icin uygun mudur?

- Beraber calisacagin laboratuvarda bu hayvan var
mi yoksa alinmasi mi gerekli? (+ maliyet)

- Ozel barinma kosullari  gerektiriyor mu?
Bu kosullar laboratuvarinda var mi? Yoksa
olusturulabilecek mi? (6zel kafes sistemleri gibi)
(+ maliyet)

- Deneysel model olusturuldugunda birden fazla
hayvan ayri kafeste mi tutulmali? Bu uygun mu?

- Model ne kadar zamanda olusuyor? Bu
model hayvanin deneyde degerlendirilecek
parametrelerine olumsuz etkili mi?

- Modeli dogru ve hassas bir sekilde olusturmak
icin gerekli uzmanlik mevcut mu? Personel
hayvanin daha sonra ve yasami boyunca bakimini
ustlenebilecek durumda mi?

Kicuk deney hayvani goriintiileme sistemi bulunan

laboratuvar ile iletisime gecerek sireci tartismaniz

gerekmektedir.  Surecte  kendi  laboratuvarinizda
modeli Uretip goruntulemeleri ilgili laboratuvarda
ylrutebileceginiz gibi (ancak bu kosulda hayvan

transferi ile ilgili yasal siirecleri uygulamaniz gereklidir)
tiim sireci orada da ytrutebilirsiniz.

Diger kritik nokta biyokimyasal analizdir. Ne zaman
ve kac kez biyokimyasal parametre olciilecektir ve
hayvanlar icin kullanilan biyokimyasal kitler farkhdir,
bunlar alinabilecek mi? (+ maliyet) Ulkemizde bu
kitler mevcut mu? Bu hayvanlar ardisik kan alimina
uygun mu? Bu durum onlarda stres olusturup sonucu
etkileyecek mi? Asgari kac mL kan gereklidir ve her
seferinde hayvandan asgari ka¢ mL kan alinabilir?

Deney Hayvani Sayisini Belirleme

Hesaplamanin nasil yapilacagina dair ayrintili yayinlar
mevcuttur (11).

“3R” hayvan sayisinin  azaltilmasi  (reduction),
yontemlerin iyilestirilmesi (refinement) ve hayvan disi
alternatiflerle degistirilmesi (replacement) bu asamada
dikkate alinmahdir (6).

Etik kurul izninde mutlak deney hayvan sayisi
belirtiimelidir. Ayrica hayvanlarin calismaya dahil edilme
ve haric tutulma kriterleri de belirtilmelidir.

Dogru sayida hayvan/deney birimi secmek onemlidir.
Pilot calisma ne kadar hayvan kullanilacagini tahminde
yardimci  olabilir. Deneyleri daha iyi planlayarak
arastirmalarda kullanilan hayvan sayisini azaltmak
mumkiindir. Bazi deneyler yalnizca kiigiik varyasyonlarla
tekrar tekrar yapilir ve tasarimda cok kiictik iyilestirmeler
bile zaman icinde 6nemli hayvan tasarrufu saglar. Cok az
hayvan secmek, biyolojik olarak onemli etkilerin gozden
kacmasina neden olabilir, cok fazla hayvan se¢cmek
ise hayvanlarin israfina yol acacaktir. Deneyler ve ilgili
teknikler belirli bir sonucu elde etme amaciyla en az sayida
hayvani kullanacak sekilde optimize edilirse, hayvan
kullaniminda onemli bir azalma ve bilimsel kaynaklarda
onemli tasarruf saglanacaktir,

incelenecek faktorler (12);

- Dogrudan hayvan ile ilgili ozellikler (6rnegin,
cinsiyet, irk, yas, beslenme ve saglik durumu)
(arastirmacinin kontrol edebilecegi degiskenler),

- Cevresel faktorler (6rnegin, kafes ve grup
biytklugu, althk malzemesi) (arastirmacinin
kontrol edebilecegi degiskenler),

- Protokole 0zgu faktor (6rnegin, hayvan modelinin
hazirlama  yontemleri, doz  seviyesi, test
bilesiklerinin uygulama zamani, uygulama yolu ve
yontem, gozlem yontemleri ve zamani),

- Ek degiskenler (ornegin, hayvanlar arasindaki
farkliliklar gibi kontrol edilmesi zor veya imkansiz
olan degiskenler),

- Sonuc olciimiin etkileyebilecek ancak arastirmaci
icin dogrudan ilgi cekici olmayan istenmeyen
degiskenler (6rnegin, deneyin giinl, hayvanlarin
farkli giinlerde kullanilmasi veya temel viicut
agirhigr veya lokomotor aktivite gibi) (13). Her
deneyde istenmeyen degiskenler bulunur. Bunlari
protokol asamasinda belirlemek onemlidir.
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Bir arastirmacinin olcebilecegi ¢ tir degisken vardir
(14):

(1) ikili degisken, genellikle bir evet/hayir sonucunun
orani veya yiizdesi olarak ifade edilir, ornegin
hastalik olusumu veya belirli bir zamanda hayatta
kalma;

(2) Surekli degisken, ornegin vicut sivisindaki bir
maddenin konsantrasyonu veya kan akis hizi veya
idrar cikisi gibi fizyolojik bir fonksiyon;

(3) Birolayin meydana gelme siresi, drnegin hastaligin
veya 0liimin ortaya ¢cikmasi.

Canli deneylerden elde edilen verileri analiz etmenin
bircok yolu vardir; analiz planini olusturmanin ilk
adimi, bagimsiz degiskenleri belirlemektir (13). Bagimsiz
degiskenler iki tur olabilir;

(i) Arastirmacinin hipotezini test etmek icin ozellikle
maniptle ettigi degiskenler (6rnegin, farkli dozlarda ilac
uygulamasi),

(ii) Sonuc olcuimin etkileyebilecek ancak arastirmaci
icin dogrudan ilgi cekici olmayan diger degiskenler
(ornegin, hayvanlarin farkli giinlerde kullaniimasi).

Bu degiskenlerle basa cikmak icin cesitli yontemler
mevcuttur. Basitce bagimsiz degisken sayisina gore
denek sayisini hesaplamaya ait yontemler mevcuttur
(11). Gozlemlerin yapiimasinda karmasik protokoller s6z
konusu oldugunda degiskenligi etkileyen bircok faktor
ortaya cikar. incelenecek/arastirilacak faktor sayisi arttigi
zaman farkli yaklasimlar ile denek sayisini azaltmak
amaci ile faktoriyel tasarimlar belirlenir (11).

Orneklem biyukligi, grup basina deney birimi
sayisidir. Deney birimi, diger tim birimlerden bagimsiz
olarak bir midahaleye tabi tutulan varliktir (7). Deney
birimleri  belirlendikten sonra, istenilen orneklem
buyuklugi farkh karsilastirma gruplarina ayrilir.

Ornek: Atedavisi IV enjeksiyon ile farelere uygulanirsa,
deney birimi hayvandir. Grup basina deney birimi sayisi
ve grup basina hayvan sayisi aynidir. Ancak bir kafes
icindeki fareler arasinda herhangi bir kontaminasyon
varsa (ornegin, kullanilan ilac idrar yolu ile atiliyorsa), bir
fareye verilen tedavi o kafesteki diger fareleri etkileyebilir
ve bir kafesteki tiim fareleri ayni tedaviye tabi tutmak ve
kafesi deney birimi olarak ele almak daha uygun olur.

Ornek 2: Eger tedavi bir balik tankindaki suya
eklenirse, ayni tanktaki iki balik farkl tedaviler alamaz;
bu nedenle deney birimi tanktir ve érneklem buyuklugu
grup basina tank sayisidir (7).

Deney hayvani modellerinin sayisini  belirlemede
ayrintil - bilgiler istatistik  kitaplarinda, istatistiksel
analizler icin kullanilan cesitli bilgisayar programlarinin
kilavuzlarinda ve istatistik lizerine temel diizeyde dersler
sunan web sitelerinde ve cesitli literatirlerde bulunabilir
(14). Deney hayvani sayisi belirleme calismanin en kritik ve
geri doniisimi olmayan asamasi oldugundan istatistiksel
olarak anlaml sonuclar elde etmek ve uygun deneysel
tasarimin  saglanmasi  amaciyla calismanin basinda
mutlak bir istatistikciye danismanizi oneririz.

Pilot Calisma

Ana calismadan once on veriler lretmek ve/veya
yontemi ve teknikleri saglamlastirmak ve eksiksiz
olmasini saglamak icin az sayida hayvan kullanilarak
yapilan calismalardir. Ozellikle yeni prosediirlerde veya
yeni bilesikler test edilirken bu c¢alismalar kullanilir. Bu
cahismalar, degiskenlerhakkindafikirvermekveasilcalisma
sirasinda karsilasilabilecek olasi sorunlari belirlemek icin
de vararhdir (8). Bazen orijinal tasarim, pilot calisma
sirasinda edinilen sonuglar nedeniyle degistirilir (15).
Ayrica deneyin buyukligu, yani gerekli olabilecek hayvan
sayisi hakkinda fikir verir ve hesaplamaya olanak tanir.
Pilot calismalardaki hayvanlarin verileri ana calismada
da kullanilabileceginden, hayvan israfi anlamina gelmez.
Pozitif ve negatif kontrolleri belirlemede cok faydahdir,

Ornek: A maddesinin X timorinin  gelisimini
hizlandirdigl hipotezi olan calismada farede oncelikle X
timor modelini olusturmalyiz. Tumor modeli gelisimi
gorsel takip mi edilecek? O halde cilt altina enjeksiyon
yapilmali. Ne zaman tiimoriin olustugu (Ka¢ giin? iki
katina ¢cikma stiresi?) takip edilmeli ki A maddesinin timor
gelisimine etkisi icin ne zaman uygulamaya baslanacagi
planlanmali. Bu siirecin hepsi pilot calismayi icerir.

Deney bir maddenin veya belirli bir hiicrenin veya
dokunun fizyolojik bir tepki tizerindeki etkisini belirlemek
icin yapilacaksa, oncelikle bu tepkinin gercekten meydana
geldigini gosteren bir pilot calisma yapilmalidir. Bilinen
durumlarda ise (0rnegin pankreatektomiye bagli diabetes
mellitus gelisimi gibi) pilot calisma gerekmez.

Ornek: C maddesi bobrek fonksiyonlarini azaltir
hipotezi varsa; ilk asamada pilot calisma olarak C
maddesinin farkli dozlarda uygulandiginda bobrek
fonksiyonunu azalttigi gosterilmelidir. Hangi doz ve
siirede oldugu teyit edilir. Bu asamadan sonra ana
cahismaya gecilir; C maddesini X doz ve Y siirede kullanan
sicanlarda B, D ve K maddelerinin bu etkiyi énlemedeki
etkileri degerlendirilir.
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Pilot calismanin bir diger onemli oldugu durum da
hayvanlara aci ve 1zdirap streclerinin asamali olarak
uygulanmasidir (8). Motive edici ya da negatif uygulamalar
once diisiik seviyeden baslanarak artirnlmahdir. Ornegin,
calismanin fizyolojik kapsamini etkilemeyecek aclk ile
motivasyon siiresi gibi. Buna diger 6rnekler; bir hayvanin
yasam kalitesi icin onemli olan cift organlardan yalnizca
birinin kullanimini etkilemek (ornegin, kirik/artrit veya
kas-iskelet arastirmalarinda bacaklar; gozler ve kulaklar
gibi duyu organlarindan biri); hayvanin kendi bobreklerini
cikarmak yerine kasik bolgesine {ctnct bir bobrek
nakletmek, tim bacagi yuksek sinir kesimiyle etkisiz hale
getirmek yerine, bacagin distal kismindaki sadece bir kasi
etkileyecek dustik bir sinir kesimi yaptimasi gibi.

Kontrol Grubu

Genetik ve cevresel faktorler gibi pek cok degisken
hayvanlarla yapilan calismalarin sonucunu potansiyel
olarak etkileyebilir. Bu nedenle bu dissal degiskenlerin
etkisini en aza indirmek veya istenmeyen degiskenlerin
olasi varligini tespit etmek icin kontrol grubu hayvan
kullanimi ¢ok onemlidir. Cahsmalarda kullanilacak
kontrol gruplari soyle siniflandirilabilir (15,16):

1. Pozitif kontrol: Deneysel gruplar arasindaki siddet
farkini 6lcmek icin standart gorevi goriir. Ayrica bir
yanitin tespit edilebilecegini gostermek icin de
kullanilir ve boylece deneysel yontemler tizerinde
kalite kontrolii de saglar.

2. Negatif kontrol: Amaci; bilinmeyen bir degiskenin
deneydeki hayvanlari olumsuz etkilemediginden
emin olmak ve boylece yanls pozitif bir sonucu
onlemektir. Negatif kontroliin normal durumdan
herhangi bir degisiklik Gretmemesi beklenir.

Ornek 1: Deney hayvanina bir toksin uygulanir
ve bunun fizyolojik degisikliklere veya lezyonlara yol

acmasi izlenir. Ardindan bu degisikliklerin  onlenip
onlenemeyecegi veya tedavi edilip edilemeyecegini
belirlemek icin deneysel gruplarda vyeni tedaviler

kullanilabilir (pozitif kontrol). Negatif kontrol toksinle
tedavi edilmemis hayvanlardan olusacaktir.

Ornek 2: ki farkli diyetin sicanlarda vyetersiz
beslenmenin iyilesmesi uzerindeki etkisinin
degerlendirildigi calismada bunun pozitif bir kontrol
grubuyla karsilastirilmasidir (pozitif kontrol). Negatif
kontrol grubu deney boyunca standart sican yemiyle
beslenen grup olacaktir.

3. Sham kontrol: Sahte kontrol, bir prosediiri

veya tedaviyi taklit etmek icin kullanilir; ancak

prosediirin  veya test maddesinin
kullaniimasi soz konusu degildir.

Ornek 1: Plasebo, ila¢ arastirmalarinda kullanilan
sahte kontrol 6rnegidir.

Ornek 2: Enfeksiyon modelinde organa “X” maddesinin
cerrahi olarak yerlestirilmesi. Tedavi edilen hayvanlara X
yerlestirilirken, sahte kontrol hayvanlarina da ayni cerrahi
islem uygulanir; organ tedavi edilen hayvanlarda oldugu
gibi acilir, ancak X maddesi yerlestirilmez.

4. Tasiyiar kontrolii: Tuzlu su veya mineral yag
gibi deneysel bir bilesigin bir cozeltisi icin tastyici
olarak vyer aldigi cahsmalarda kullanilir. Bir
tastyici kontroliinde, sozde zararsiz madde tek
basina kullanilir ve deneysel bilesik ile birlikte
kullanilacagi sekilde uygulanir. islem gormemis
kontrol ile karsilastirildiginda, tasiyici kontroli,
tastyicinin tek basina herhangi bir etkiye neden
olup olmadigini belirleyecektir.

5. Karsilastirmali kontrol: Bilinen bir tedaviyle
dogrudan karsilastirma icin kullanilan pozitif bir
kontrolddir.

Ornek: X kanser tedavisinde bulunan yeni bir bilesigin

glinimuzde “kabul gormis” bir ilac ile kiyaslayarak kanser
onlemesini iyilestirip iyilestirmedigini belirlemek.

gercekte

Degiskenlerin Kontrolii (15)

Deneyin insan calismalarina kopri olabilmesi icin
genellestirilebilirligi ic ve dis gecerliliklerine baghdir.

ic gecerlilik, su soruya yamt verir: “Calisma
populasyonunun sonuglari, kaynak poptilasyonunu temsil
ediyor mu?” (17)

Bir hayvan deneyinde yeterli i¢c gecerliligin varhig,
farkli miidahaleler uygulanan hayvan gruplari arasinda
gozlemlenen farkhliklarin, rastgele hatanin disinda,
arastirilan tedaviden kaynaklanacagi anlamina gelir (17).
Bir deneyin ic gecerliligi; secim onyargisi, performans

onyargisi ve tespit onyargisi tarafindan etkilenir
(7,17,18,19).
- Secim onyargisi: Hayvanlarin  farkli tedavi

gruplarina yanh bir sekilde tahsis edilmesidir,
tedavi gruplari arasinda temel ozelliklerde
farkliliklara yol acar. Onlemek icin rastgelelestirme
(randomizasyon) yontemi kullaniimalidir (19).

- Performans onyargisi: Bir calisma sirasinda
gruplarin nasil ele alindigi konusunda sistematik
farklihklar oldugunda ortaya cikar. Tedavi
gruplari arasinda hayvanlarin  performansini
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etkileyebilecek tedavi disindaki faktorlere maruz
kalma yer alir. Ornegin; barinma kosullari, diyet,
kafes basina grup boyutlari gibi hayvanlara bakim
saglayan deneycilerin tedavi gruplarina karsi kor
olmamasi nedeniyle farkli sekilde yonetilmesinin
bir sonucudur. Calismadaki tedavi gruplarina karsi
korlestirilme (blinding) saglayarak bu yanhliktan
kacinilabilir.

- Tespit onyargisi: Sonuclarin nasil belirlendigi,

teshis edildigi veya dogrulandigi konusunda
degerlendiricinin  gruplarn  bildigi durumlarda
ortaya c¢ikar. Calismanin sonuclari sistematik

olarak bozulur. Onlemenin tek yolu verileri analiz
edenlerin de tamamen korlestirilmesidir (blinding).

- Kayip onyargisi (7): Tedavi gruplari arasinda
protokolden sapmalarin ve takipte kayiplarin esit
olmayan sekilde meydana gelmesidir. Hayvanlar
sonuglar godzlemlenmeden ©nce 6liirse veya
calismadan cikarilirsa ortaya cikabilir, bu da istem
dist yanhihiga neden olur. Deneyciler, her deney
grubu icin kayip bilgilerini rapor etmelidir Ayrica,
kayip yanliliginin etkisini en aza indirmek icin bir
istatistikciye danismak faydalidir.

Dissal gecerlilik, sonuclarin hedef popiilasyona ne
olciide yansitilabilecegini ve bulgulari farkli olgtimler,
ortamlar ve zamanlara genellestirme yetenegini ifade
eder (19). Deneylerin ayni hastaligin farkli modellerinde,
farkli turlerde tekrarlanabiliyor olmasi ve bulgularin
bagimsiz olarak tekrarlanmasi bu gegerliligi iyilestirmek
icin gereklidir. Dis gecerligi azaltan faktorler (17);

- Incelenen hastaligin geng ve saglikli hayvanlarda
indiiklenmesi; oysa insanlarda hastalik cogunlukla
yasli bireylerde ortaya c¢ikar ve eslik eden
hastaliklari mevcuttur.

- Homojen bir hayvan grubunda tedavi etkisi
degerlendirilmektedir, oysa hastaliklar heterojen
gruptadir.

- Sadece erkek veya disi hayvanlarin kullaniimasi,
oysa hastalik hem erkek hem de kadin hastalarda
goralar.

- Klinikte gercekci olmayan tedavi baslangic
gecikmeleri; toksik veya hastalar tarafindan tolere
edilemeyen dozlarin kullaniimasi.

- Hayvan calismalarn ve klinik ¢alismalar arasinda
sonu¢ Olcutlerinde ve sonuc¢ degerlendirme
zamanlamasinda farklilklar.

Calismada cinsiyet, yas ve hayvanin agirhgl gibi
yardimcr degiskenler gruplar arasinda benzer olmalidir.
Tercihen, izojenik suslar kullanilmalidir. Hayvan modeli
secildikten sonra, arastirmaci varyasyonu kontrol etmeli,
secilen model sonuclarda minimum varyasyon gosteren
tedaviye duyarli olmalidir.

Laboratuvar ortami, bir deneyin seyrini etkileyebilir.
Bircok onemli biyokimyasal verinin oda sicakligina ve
ornegin giindiiz veya gece toplanmasina bagli olarak
degisebilecegini gosteren onemli kanitlar vardir.  Bu
kosullara 6zen gosterilmelidir. Hayvanlarin beslenmesine
deneyin tirtine gore ozellikle dikkat edilmelidir. Farkli
besin maddeleri test edilirken, tim gruplardaki diyetler
ayni ozellikte olmalidir. Veri toplayan personel, projede
kullanilan prosedirler konusunda degismeden kalmal,
nitelikli ve egitimli olmalidir. Eger cerrahi islemler so6z
konusuysa, farkliliktan kacinmak icin tercihen ayni cerrah
tiim operasyonlari gerceklestirmelidir.

Hayvanlarin gruplara ayirirken rastgele gruplara ve
alt gruplara atanmasi, minimum varyasyon elde etmek
icin hayvanlari bloklara bolerek saglanabilir. Bu teknige
“bloklama” denir ve rastgelelestirme sirasinda daha az
varyasyon saglar (13,15,17). Bu onyargilari onlemek,
gruplarin ayni tedaviyi alma olasiligina sahip olmasini
garanti etmek ve varyasyonu kontrol etmek icin; rastgele
atama ve korleme yontemleri uygulanir, yanhhgi azaltir ve
elde edilen kanitlari giiclendirir (13,15).

Ornek: A tedavisi iki farkli zaman noktasinda iki
gruptaki iyilesmeyi arastirmayr amachyorsa, bu dort
tedavi alt grubu olacaktir (17). Kafes basina dort benzer
hayvanin katlarini tahsis etmek ve ardindan bunlar dort
tedaviyi alacak sekilde rastgele atamak daha iyi olacaktir.
Bu sekilde bloklama, hayvanlar arasinda daha fazla denge
saglar ve agirlik ve diyet gibi yardimc degiskenlerdeki
varyasyonu en aza indirir.

Neleri ve Nasil Olcelim?

Sonuclari degerlendirmek icin olctimler alinir; bunlar
sonuc¢ olcltleri olarak (bagimh degisken olarak da
bilinir) kaydedilir. Tek bir deneyde bir dizi sonug ol¢lti
kaydedilebilir; ©rnegin, kazma davranisi olciliyorsa,
sonuc Olcuti yerinden oynatilan cakilin agirhgr olabilir
veya histolojik beyin kesitlerinden noron yogunlugu
olctliyorsa, sonuc olcuiti noron sayisi olabilir (7). Birincil
sonuc Olciti, deneyin planlama asamasinda belirlenmeli
ve protokolde belirtilmelidir; bu ana deneysel soruyu
yanitlayacak olan en 6nemli sonuctur.
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istatistiksel analiz amaciyla, sonugc olcitleri iki genis
kategoriye ayrilir (7):

1. Siirekli olciitler: Nicel veridir ve sayisal dlcekle
olculur. (a) Surekli veriler: ornegin, vicut agilig,
sicakhi@l, gecen sire. (b) Ayrik veriler: ornegin,
yavru sayisi, dogru yanit sayisi veya klinik skor.

2. Kategorik olgiitler: Sayisal olmayan bir dlcekte
olculur; sirali (siddet skoru; hafif/orta/siddetli),
nominal (davranissal yanit, sol/sag kol) veya ikili
(hastalik durumu, mevcut/yok) olabilir.

Surekli yanitlarin 6lctilmesi daha uzun sirebilir, ancak
daha fazla bilgi icerir. Kategorik yanit yerine sirekli bir
yaniti 6lcmek tercih edilir, daha vyiiksek glice sahip
parametrik analizler kullanilarak analiz edilebilir; bu da
gereken drneklem boyutunu azaltir (7).

Sonuclari Nasil Yorumlayalim?

Analiz plani, deney baslamadan ve herhangi bir veri
toplanmadan once olusturulmali ve protokole dahil
edilmelidir. Verilerin analizinden sonuclar ¢ikarilacak ve
ilk soru cevaplanacak ve/veya hipotezler kabul edilecek
veya reddedilecektir. Bu siire¢ nihayetinde yeni sorularin
ve hipotezlerin formiile edilmesine veya yeni deneysel
tasarimlarin yapilmasina yol acacaktir.

Sonug

Klinik oncesi ¢alismada is akisinda ve planlamada
arastirmacilara sunlari yapmalarini oneriyoruz:

Hazirhik Calismalari

1. Deneysel tasarim siirecine baslamadan once,
konuyu iyice 6grenmek icin teknikler konusunda
deneyimli uzmanlara danisin ve tam bir literatir
taramasi yapin.

2. Belirli bir soru sorun ve/veya uygun bir hipotez
olusturun. Bu sorunu/soruyu ele almak icin
deneyleri tasarlayin.

3. llgilenilen yanit(lar)da varyasyona neden olabilecek
tiim olasi faktorleri dustintin.

4. llgili degiskenin degerlendirilmesini saglamak igin
uygun kontroller segin.

5. Kullanilacak toplam hayvan sayisini belirleyin.
Hayvanlari zamaninda siparis edin. Unutmayin!
Hayvanlarin yeni bir ortama uyum saglamalari
birkac hafta sirebilir.

barindirilacagini
prosediirinin

6. Hayvanlarin nasil
rastgelelestirme
planlayin.

7. Deneyleri gerceklestirdikten sonra degil, projenin
tasarim asamasinda bir biyoistatistikciye danisin.

8. On veriler olusturmak ve prosediirleri ve teknikleri
belirlemek icin calismaya kiictik bir pilot proje ile
baslayin. Sonra istatistiksel anlamlilik olusturmak
icin daha bytik olcekli deneylere gecin.

9. Orijinal soruyu ve prosedirleri degistirin, yeni
sorular sorun ve yeniden baslayin.

10.is akis semasi olusturun. Mutlaka alternatif yollar
ve planlar belirleyin. Bunu farkli asamalarda tekrar
tekrar gozden gecirin.

11.Bilinen veya potansiyel tehlikeleri belirleyin ve bu
tehlikelerden kaynaklanan riski en aza indirmek
icin uygun onlemleri plana dahil edin. Tim
deneysel prosediirleri, iyi laboratuvar uygulama
standartlarina uygun kosullarda gerceklestirin.

12.Mutlaka kontrol listeleri olusturun, her asamada
tekrar gozden gecirin ve yapildigini dogrulayin.

13.3R cercevesinde etik onay alin.

ve hangi
kullanilacagini

Deneylerin Gerceklestirilmesi

1. Herhangi bir gozlem ve tasarim protokoliinden
sapmalarin sonuclarla birlikte kaydedildiginden
emin olun, cinki bunlar istatistiksel analizi
etkileyebilir.

2. Sonuglari etkileme olasihgr dusuk olsa bile,
deneylerden elde edilen tiim verileri kaydedin.

Deneyin Sonlanmasi ve Veri Analizi

1. Verileri analiz edin. Ortalama yanitlarin analizine
gecmeden dnce tek tek hayvanlar icin veri grafikleri
olusturun.

2. Deneyin saglamhgini kontrol edin, sonuclara etki
edebilecek varyasyonlari arastirin, etkilerine bakin.

Dipnotlar

Cikar Catismasi: Makalenin yazar, Funda Ustiin,

Temmuz sayisinda konuk editor olarak gorev yapmistir.
Ancak kendisi bu makalenin editoryal degerlendirme
ve hakemlik sirecinde yer almamis, hakem
degerlendirmelerine iliskin herhangi bir bilgiye erismemis
ve nihai karar siirecine dahil olmamistir.
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