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Art. 31 Autorizzazione dei progetti:

Valutazione scientifica

a)Preventiva valutazione sugli scopi del progetto che giustificano I'uso
dell’animale;

c)Analisi dei danni e dei benefici derivanti dal progetto per
comprendere se il danno arrecato agli animali (sofferenza dolore
distress o danno prolungato) ¢ giustificato dal risultato atteso in
termini di benefici per gli esseri umani, gli animali e per Pambiente;

e)Effettiva necessita della ricerca in quanto non costituisce una inutile
duplicazione di ricerche precedenti;

f) Giustificazione del progetto unitamente alle procedure previste da
un punto di vista scientifico o educativo;

h)Motivazioni poste alla base dell’utilizzo di una determinata specie;

1) Minor numero di animali per il raggiungimento delle finalita del
progetto.
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TITOLO DEL PROGETTO:

RESPONSABILE:

DGSAF/XXXXHX

PROT SSA/XXXX/2015 (1.5.5.-B.C.N. BCN XX/XX/2015-0000XXX)

(a0 punti)

Presente Punteggio
si/no
a) scopi del progetto che giustificano Puso delfanimale; 15 punti
c) analisi dei danni e dei benefici derivanti dal progetto; S punti
&) effettiva necessita della ricerca in quanto non una inutile diricerche p 5 punti
1) giustificazione del progetto uni alle procedure vi previste da un punto di vista scientifico o educativo o, previsto per legge; 5 punti
) motivazioni paste alla base dell utilizzo di una determinata specie, allevata o meno per essere impiegata nelle pracedure; 5 punti
i) minor numero di animali per il raggiungimento delle finalita del progetto; S punti

TOTALE SEZIONE VALUTAZIONE SCIENTIFICA

Commenti e limitazioni
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alutazione della necessita, innovativita e rilevanza de
Valut dell ta, tivit 1 del
progetto nell’ambito della letteratura scientifica attuale

Rispetto del principio di sostituzione (Replacement)

Valutazione del piano sperimentale
(numero di esperimenti, di gruppi sperimentali e di animali)
Rispetto del principio di riduzione (Reduction)

Valutazione del danno
[sofferenze indotte dalle singole procedure (inclusa la generazione di
animali con modificazioni genetiche), misure previste per la riduzione della
sofferenza e dello stress]
Rispetto del principio di affinamento (Refinement)
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Altri aspetti generali nella revisione:

*Chiarezza, precisione, concisione, completezza dell’elaborato;

- google traduttore: come nella valutazione di qualunque altro testo scientifico
grosse “sviste” indicano che il testo non ¢ stato neppure riletto con attenzione;

- reticenza sui trattamenti utilizzati (e.g. antiossidanti di origine naturale);

- mancata descrizione del fenotipo di una linea (murina) geneticamente
modificata

*Curriculum del gruppo proponente

*Finanziamenti (Punto 34 dell’Allegato VI)

a) scopi del progetto che giustificano 'uso dell’animale

¢) analisi dei danni e dei benefici derivanti dal progetto

e) effettiva necessita della ricerca in quanto non costituisce una
inutile dupli di ricerche p denti

f) giustificazione del progetto unitamente alle procedure ivi previste
da un punto di vista scientifico o educativo o, comunque, previsto
per legge

h) motivazione poste alla base dellutilizzo di una determinata
specie, allevata o meno per essere impiegata nelle procedure

i) minor numero di animali per il raggiungimento delle finalita del
progetto

ARG
e J,ll)(‘

Sezione 16 Obiettivi
Sezione 17 Razionale

Sezione20 d) Danno/beneficio
Sezione20 c) Affinamento
Sezione 24 Effetti avversi

Sezione 17.2 Originalita
Sezione 19 Studio di replicazione

Sezione 17 Razionale
Sezione 21 Metodologia e Tecnica

Sezione 20 a) Sostituzione
Sezione 21.1 Criteri di selezione

Sezione 10 Numero animali
Sezione 11 Numero animali
Sezione 20 b) Riduzione
Sezione 21.2 Cons. Statistiche
Sez. 32 Riutilizzo

LRI
LR ;;3(‘

e
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a) scopi del progetto che giustificano 'uso dell’animale Sezione 16 Obiettivi
Sezione 17 Razionale

16. Obiettivi del progetto di ricerca
Scopo del progetto: specifico, non ambiguo, fattibile

17. Razionale dello studio

17.1 Stato delle conoscenze (giustificare lo studio con
adeguati riferimenti bibliografici)

17.2 Originalita e/o interesse dello studio (valore
scientifico)

17.3 Eventuali ricadute nell’ambito della salute pubblica
umana e/o animale (valore sociale)

17.4 Eventuale impatto nel settore economico-industriale
(valore economico)

17.5 Eventuali ricadute nell’ambito della formazione (valore

didattico)

i
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c) analisi dei danni e dei benefici derivanti dal progetto Sezione20d) Danno/beneficio
Sezione20c) Affinamento
Sezione 24 Effetti avversi

20.d Rapporto danno/beneficio

* Descrizione del danno, dei benefici e stima complessiva delle due
componenti

20.c Affinamento (Ortimizzazione della metodica per ridurre la sofferenza imposta
all’animale durante l'esecuzione delle procedure)

24. Effetti avversi e misure per ridurre, evitare ed attenuare qualsiasi
forma di sofferenza per ’animale, dalla nascita alla morte

Descrivere i potenziali effetti negativi che la procedura puo determinare sull animale (per
esempio dolore, stress, perdita di peso, febbre, anemia, deficit neurologici, comportamenti
anomali 0 altri sintomi clinici di stress acuto o cronico o deficienze nutrizionali). Indicare
se guesti effetti possono essere ridotti ¢/ o annullati con la somministrazione di analgesici o
altri farmaci e, in caso contrario, indicare perché cio non é possibile
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TICOLO 31 ALLEG I

e) effettiva necessita della ricerca in quanto non costituisce una Sezione 17.2 Originalita
inutile duplicazi: di ricerche p denti Sezione 19 Studio di replicazione

17. Razionale dello studio

17.2 Originalita e/o interesse dello studio (valore scientifico)

19. La ricerca che si intende attuare é gia stata effettuata?
(Se la ricerca ¢ gia stata attuata, spiegare perché ¢ scientificamente
necessario ripetere ’esperimento)

TICOLO 31 ALLE

f) giustificazione del progetto uni alle dure ivi i Sezi 17 Razional

&
da un punto di vista scientifico o educativo o, i Sezi 21 Metodologia e Tecnica

q P

per legge

21. Metodologia e tecnica dell’esperimento

(va spiegato dettagliatamente il protocollo sperimentale, con particolare riferimento alle fasi
che prevedono la manipolazione degli animali, frequenza, tipo di trattaments, preliev,
ecc.)

* Quali dati sono necessari a raggiungere lo scopo del progetto?
* Come verranno generati?

21.1 Criteri di selezione del campione (indicare le modalita di selezione del campione,
specificando @ criteri di inclusione e eventuale suddivisione dell'unita campionaria in gruppi)

* Il disegno sperimentale: quali e quanti sono i gruppi sperimentali e il loro
razionale. Molto consigliato 'uso delle tabelle.




f) giustificazione del progetto unitamente alle procedure ivi previste

da un punto di vista scientifico o educativo 0, comunque, previsto

per legge

Sezione 17 Razionale
Sezione 21 Metodologia e Tecnica

21.1 Criteri di selezione del campione (indicare le modalita di selezione del campione,
specificando 7 criteri di inclusione e 'eventuale suddivisione dell’unita campionaria in gruppi)
¢ Il disegno sperimentale: esempi di tabelle.

Via di somministrazione, dosaggi, e tempi di trattamento per

composto (durata max 6 settimane)

A B o} D
1P, 50 pg/kg, IP, 1 mg/kg, 1P, 10 mg/kg, | IP, 50 mg/kg,
bisettimanale | bisettimanale bisettimanale | bisettimanale

Animali Trattamento
/gruppo

A B C D
8 + - - -
8 + + - -
8 - - + -
8 - - - +
8 - - + +
8 - + + -
Totale: 48 animali/esperimento

h) motivazione poste alla base dellutilizzo di una determinata
specie, allevata o meno per essere impiegata nelle procedure

Sezione 20 a) Sostituzione

Sezione 21.1 Criteri di selezione

20. Dichiarazioni riferite all’Articolo 13, comma 2.

a. Sostituzione (Dichiarazione che la specie animale di cui si fara uso sono quelle a piu basso
sviluppo neurologico, nonché della mancanza di metodi alternativi, compatibili con

Pobiettivo del progetto di ricerca)

21.1 Criteri di selezione del campione (indicare le modalita di selezione del campione, specificando i

criteri di inclusione e leventuale suddivisione dell'unita campionaria in gruppi)
* Razionale scientifico per la scelta della specie

5\\\ m.opz d
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i) minor numero di animali per il raggiungimento delle finalita del Sezione 10 Numero animali

progetto Sezione 11 Numero animali
Sezione 20 b) Riduzione

Sezione 21.2 Cons. Statistiche

Sez. 32 Riutilizzo

10. Si prevede di utilizzare il seguente numero complessivo di animali

(specificare se animali geneticamente modificati)

Specie Animal Ceppo Numero / anno

11. Specificare se Animali Geneticamente modificati ed eventuali
numeri parziali riferiti a diverse specie e/0 ceppi animali

Specie Animal Ceppo Numero / anno
“\\‘\ m‘u.zlx/ ;
G V\
i) minor numero di animali per il raggiungi delle finalita del Sezione 10 Numero animali
progetto Sezione 11 Numero animali

Sezione 20 b) Riduzione
Sezione 21.2 Cons. Statistiche
Sez. 32 Riutilizzo

20. Dichiarazioni riferite all’Articolo 13, comma 2.

a. Riduzione (Massima riduzione del numero di animali utilizzati, compatibile con gli
obiettivi del progetto di ricerca)

21. Metodologia e tecnica dell’esperimento

21.2 Considerazioni statistiche (descrivere come é stato determinato il numero di animali necessari

per lo studio)
* Studio di dimensionamento. Come si ¢ giunti all’ “N” dei singoli esperimenti.

NB “20 a” non concide con “21.2”
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Le 3 principali criticita nella revisione scientifica:
1) analisi danni-benefici
2) disegno sperimentale

3) dimensionamento

.‘\-.\']m

LRI,
AR,
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1) danno-beneficio

- Hssere consapevoli del danno: descrizione accurata dell'impatto delle
procedure sulle condizioni di benessere dell’animale. Nel caso di linee
geneticamente modificate descrizione accurata del fenotipo noto.

- B’ piu difficile misurare i benefici rispetto ai danni. Anche a livello
europeo si considerano i fattori grado di sofferenza, certezza di beneficio bio-

medico, qualita della ricerca (il “vecchio cubo di Patrick Bateson del 1986).
“..Se gli uomini persistono nel disprezzare tutti gli esperimenti a eccezione di quelli che danno
loro un utile ¢ un raccolto immediato, tanto vale che se la prendano con la Provvidenza divina
perché non ha fatto in modo che tutte le stagioni dell’anno fossero tempo di mietitura, di raccolto
e di vendemmia”

(Thomas Sprat The History of the Royal Society of London for the improving of natural
knowledge 1667)

- B’ utile suddividere il testo in due paragrafi (danno e beneficio)
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1) danno-beneficio

16 2 General issuey

High
Acceptuble tigh
quality of
research
Qualy
of
research
.| Nat scceptable » high
low
animal
3 2 sufferin:
Low . - e certainty of 9
Nane Great medical benefit migh  low

Amount of animal
sulferi ed

Fig 21 A representation of onc way in wh
invalved in a proposed research project
rescarch. The hatched area represents
begause it involves unacceplable suffering,
Ax shown bere, bot quality and suffering have been ruted on &
scale, ‘Quality’ is & mul nsional variable which encompasses both screntific
excellence und potential practical bereits fsee text)

yunt of animal suffering
gainst the qual the

shiouid not be done — eith

8 isc it is of low quality, or both

certainty of benefit and animal suffering should be in a
balanced relation. When a research proposal falls into the
opaque part of the cube, the experimental work should
not be done

Martin and Bateson, 1993 3rd dimension: Certainty of medical benefit

1) danno-beneficio: un esempio (-)

d. Rapporto danno/beneficio:
ILsacrificio degli animali utilizzati in questi esperimenti portera un importante beneficio nel campo
dello studio e della ricerca dell’anoressia nervosa. Infatti, i risultati ottenuti da questo progetto
aumenteranno la conoscenza dei meccanismi patogenetici dell’anoressia nervosa, ancora
largamente sconosciuti, e porteranno all'individuazione di nuovi bersagli farmacologici per prevenire
o ridurre la gravita della patologia stessa. Tali studi valuteranno anche se un approccio di tipo non
farmacologico, come U'utilizzo di un ambiente arricchito, possa prevenire a ridurre la gravita della

patologia stessa.

Come la comunita scientifica ha affrontato il modello:

Activity based anorexia (ABA) is an animal model of AN in which rats are allowed free access to running wheels
(RW) but restricted to 2 b food access per day. Rats exposed to this way display symptoms similar to those seen in
anorexic women. These include pamdaxical byperactivity, b)j)opbﬂgiﬂ, extreme weigbt loss and
estrous cycle disruption. Conversely, rodents given cither restricted food access or running wheels maintain their
body weight.

Pre-weighed quantity of food pellets (30 g) was placed daily for restricted period of only 2 h and thereafter food was
removed from the cage hopper. Food intake was jtored (g) iy by weighing the leftover food immediately after 2
b. Animals were maintained on this restricted scheduled feeding between 1700—1900 b for 10 days. Body weight of all
animals was measured daily just prior to drug administration. For ethical reasons, it was decided that rats were
to be remaved from the experiment when they lost more than 25% of their initial body weight

(drop-out value)”.

Fig. 4: Graph according to Bateson (1986). Quality of research,

28/01/2016



28/01/2016

1) danno-beneficio: un esempio (+)

Benefici: La perdita di massa muscolare conseguente all'invecchiamento, a lunghi periodi di o ad altre
condizioni patologiche determina una progressiva perdita di mobilita che riduce la qualita della vita e ha
importanti conseguenze economiche e sociali. Ad esempio, la cachessia negplastica ¢ una sindrome
multifattoriale che spesso complica la gestione dei pazienti oncologici. B’ caratterizzata da perdita di peso
corporeo, deplegione sia delle proteine del muscolo scheletrico che delle riserve lipidiche, anoressia e
perturbagion: dell’omeostasi metabolica. La cachessia é cansa prima di circa il 25% delle morti per cancro,
complica la gestione dei pazienti oncologici (interferisce con le terapie) ed & ampiamente riconoscinta come
uno dei maggiori problemi in oncologia clinica. 1.e alteragioni metaboliche proprie della cachessia
negplastica sono un evento precoce, con un forte inpatto sullo stato di benessere del pagiente, e si associa a
deplezione delle proteine del muscolo scheletrico. Questo progetto mira a individuare strumenti molecolar:
¢/ 0 farmacologici che permettano di bloccare/ rallentare la perdita di massa e di forza muscolare che avviene
naturalmente durante la vecchiaia o come consegnenza di alenne gravi patologie acquisite e/ o genetiche.

Danni: [ tutti i gruppi sperimentali sono stati descritti i danni potenziali agli animal che verranno
monitorati quotidianamente nella fase postchirurgica mediante apposite scale di valutazione per il
riconoscimento di stati di dolore dell’animale ¢ degli humane endpoints. Su un totale di 11 procedure
sperimentali che andremo a descrivere al punto 21, 3 presentano procedure classificabili come

“Grave” in base all'allegato 7 del D.I gs.26/2014.

1) danno-beneficio: qualche esempio (+)

24. EFFETTI AVVERSI E MISURE PER RIDURRE, EVITARE ED ATTENUARE
QUALSIASI FORMA DI SOFFERENZA PER I’ANIMALE

Gli animali verranno seguiti per tutta la durata della sperimentazione. Verra ntilizzata l'anestesia in tutti i
gruppi che la prevedono. Non sono attesi stadi di sofferenza oltre quelli descritti al punto 21. Inoltre gli
animali saranno pesati prima e dopo la sperimentazgione. Nella procedura X porremmo particolare attenzione
alla pesata prima dell inoculo tumorale e gli animali verranno pesati giornalmente in modo tale da riconoscere
immiediatamente lendpoint del gruppo (15% di diminuzione di peso). Nella procedura Y al fine di evitare
difficolta a procacciarsi il cibo dalla griglia, verrd posto del cibo bagnato sulla lettiera per il primo

giorno. La procedura Z (treadmill) prevede la costante presenza di un ricercatore per tutta la durata della
sperimentazione trattandosi di un'osservagione continna comportamentale.
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2) disegno sperimentale

-Allegato VI 15. Durata del progetto di ricerca [massimo
(non obbligatoriamente) 60 mesi];

Pianificare 5 anni di esperimenti puo essere complesso: 3 +
2? Spesso i numeri possono diventare piu realistici (si
eliminano opzioni (e.g trattamenti, dosi che si sono rivelate
non utili);

-1l revisore fa “anche” i conti dei gruppi sperimentali per Quando
ogni esperimento previsto con relativa numerosita, se il |:> possibile
disegno sperimentale non ¢ chiaro valutare la congruita TABELLE
della richiesta non ¢ possibile.

--11 disegno sperimentale ha anche a che vedere con la R di
Riduzione del numero di soggetti (e.g. campioni appaiati
quando possibile invece di campioni indipendenti)

AR
_‘\\\K J.z,(.’

AT

s

3) dimensionamento

Per calcolare la minima dimensione campionaria necessaria a valutare
Iipotesi in studio occorre precisare:

1) a =illivello di significativita accettato per rifiutare HO (a1 o 2
code) valore prestabilito

2) 1-f =lapotenza del test, cio¢ la probabilita di evidenziare una
differenza significativa valore prestabilito

3) & =laminima differenza che si vuole essere in grado di
evidenziare tra i gruppi a confronto, perche
clinicamente/biologicamente rilevante

4) o = lavariabilita delle misure che si confrontano

28/01/2016
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Dove possiamo ricavare le informazioni necessarie al
dimensionamento?

o, 1-P: valori standard
o <0.05(0.05,0.01; usualmente a 2 code)
1-B = 0.80 (0.80, 0.85, 0.90)

0: sulla base di ipotesi di lavoro (cliniche, di rilevanza biologica)

G: dalla letteratura, da studi precedenti del proponente o da appositi
studi (studio pilota o di fattibilita)

Suppnse!m&ltsn%enfﬂusmmple&lﬂlﬂled:ﬁmmﬂle

group mb:m:l,basedma sample-size calculator.”
Note that power remains high (Figure 1), well below an effect
size of 1.0, and the probability of detecting an effect of only 0.5
SD s still 56%, indicating that so many animals have been used
that this trivial difference will still be detected more than half
the time. If instead a criterion of 80% power is used to detect
the smallest interesting difference, 34 total subjects would be
used, and the power falls off rapidly at effect sizes smaller
10 s 20 than 1 SD. Both strategies yield excellent power in the range

et Size d whm&wmhgabraduuﬂyhupeswﬁndadiﬁetm that

I"lsn:re 1. Power as a function of effect size d (difference between W. 158D and greater. As noted previously, the P value dm

divided by standard deviation) for different total sample sizes between il and trivial

inazhﬂeﬂllzslwiﬁlzmdepa\dmlsmupﬁandu =0.05. If an effect Amma]erpeﬂmaustl\a&mdss:gmdmbewpaweﬂtdthm

of 15D is the smallest effect, o detect Lri differences asteful in terms
@mtheﬁwrmmmmmﬁwmmwlumm Do e iat e

as 158D,
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3) dimensionamento

Nota bene: a parita di altre condizioni, la dimensione
campionaria ¢ legataa a, 1-3, 6, ©

In particolare, n aumenta:

- al diminuire di a (o = al)
- allaumentare di (1-B)  (1-p T = anl)
- al diminuire di § (84 = aT)
- all’aumentare di © (o ) = T )

3) dimensionamento

In assenza di ipotesi specifiche, possiamo scegliere 6 in
tunzione di 6. Cohen * propone per la differenza fra
medie

effetto piccolo: 0 = 0.2 x SD attesa
effetto medio: 0 = 0.5 x SD attesa
effetto grande: 0 = 0.8 x SD attesa

NB: minore ¢ la dimensione dell’effetto che si vuole essere in grado
di individuare, maggiore ¢ la dimensione campionaria necessaria

* J. Cohen Statistical power analysis for the behavioral sciences 2nd ed. Hillsdale, NJ:
Lawrence Earlbaum Associates 1988

28/01/2016
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G*Power
software gratuito per:

* il dimensionamento del campione
* I'analisi di potenza

http://www.psycho.uni-duesseldorf.de/abteilungen/aap /gpower3/

File Edit View Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions | Protocol of power analyses

Test family Statistical test

’7 ttests v ‘ ’7| Correlation: Point biserial model
Type of power analysi:

’7 A priori: Compute required sample size - given &, power, and effect size

 Input - Output
Tail(s) One v Noncentrality parameter &

Effect size |p| 03 Critical t

werr prob Df

Power (1-6 err prob) Total sample size

Actual power

X-Y plot for a range of values
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File Edit View Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions | Protocol of power analyses.

|corremjnn: Point biserial model

"5m|snnl test

required sample size - given o, power, and effect size

- Qutput Parameters

Tail(s) Noncentrality parameter &

Effect size |p| Critical t

o err prob of

Power (1-B err prob) Total sample size

Actual power

X-Y plot for a range of values

| calcutate

File Edit View Tests Calculater Help

Central and noncentral distributions | Protocol of power analyses

Test family

ttests

Type of POWEr anaIY\ .2 pivariate regression: One group, size of slope
Apriori: Campute r Linear bivariate regression: Two groups, difference between intercepts.

Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Means: Difference between two independent means (twa groups)
Means: Difference from constant (ane sample case)

Means: Wilcoxon signed-rank test (matched pairs)

Means: Wilcoxon signed-rank test (one sample casey

Means: Wil itney test

+ Generic ttest

Linear bivariate regression: Two groups, difference between slopes.
 Input Parameters | Linear multiple regression: Fixed model, single regression coefficient

Actual power

X-Y plot for a range of values

| carcure

28/01/2016
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File Edit View Tests Calculator Help

Central and

Test family Statistical test
’7 tiests v| ﬂ(}nrmhﬁnn: Foint biserial model

iven B/ ot ratio, sample size, and effect size
- given power, effect size, and sample size

Sensitivity: Compute required effect size - given o, power, and sample size

srerr prob Df

ower0-perpiom | 035 e

Actual power

X-Yplot for a range of values | | Caleulate
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Un ultimo suggerimento per “convincere” il proponente:

La pubblicazione delle ARRIVE GUIDELINES

ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) guidelines are
intended to improve the reporting of research using animals — maximising
information published and minimising unnecessary studies.

The ARRIV'E guidelines, originally published in PL.OS Biology, were developed in
consultation with the scientific community as part of an NC3Rs initiative to improve
the standard of reporting of research using animals.

https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines

Natlonal Centre
for the Replacement

Reflnement & Reductlon
of Anlmals In Research

[ L]
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The ARRIVE
Guidelines

Animal Research: Reporting of In Viw

The guidelines are intends

Improve report gearch ueing
animaia.

™

rdomigation, Binaing

Iparator groups, m
nts

e for
Aefinement and Reauction

https:/ /www.nc3ts.org.uk/artive-animal-research-reporting-vivo-experiments

Housing and 9 Provide details of:

husbandry
a. Housing (type of facility e.g. specific pathogen free [SPF; type of cage or
housing; bedding material; number of cage companions; tank shape and material
ete. for fish).

b. Husbandry conditions (e.g. breeding programme, light/dark cycle, temperature,
quality of water ete for fish, type of food, aceess to food and water, environmental
enrichment).

. Welfare-related assessments and interventions that were carried out prior to,
during, or after the experiment.

Sample size 10 a. Specify the total number of animals used in each experiment, and the number
of animals in each experimental group.

b. Explain how the number of animals was arrived at. Provide details of any sample
size calculation used.

c. Indicate the number of independent replications of each expenment, if relevant.

Allocating animals 1 a. Give full details of how animals were allocated to experimental groups, including
to experimental randomisation or matching if done.
groups

b. Describe the order in which the animals in the different experimental groups
were treated and assessed.

Experimental 12 Clearly define the primary and secondary experimental outcomes assessed
outcomes {e.g. cell death, molecular markere, behavioural changes).
Statistical methods 13 a. Provide detaile of the statistical methods used for each analysis.

b. Specify the unit of analysis for each dataset le_g. single animal, group of animale,
single neuron).

¢. Describe any methods used to assess whether the data met the sssumptions
of the statistical approach.
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