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ANABOLICKYCH STEROIDU VE VYKRMU HOSPODARSKYCH ZVIRAT,
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PROG RAM Kdy:

Uvod do problematiky sledovani zakazanych a nepovolenych latek 133(1)_11152802:] od
v potravinach v ramci EU - MVDr. Veronika Vlasakova (SVS CR) Praha .

e:
Souéasny stav monitoringu zakazanych latek v hospodaiskych chovech - On-line z VUVel
Mgr. Martina Rejtharova (USKVBL Brno) Kontakt:

Principy pusobeni androgennich anabolickych steroida v Zivych Tel.: 773 756 631

organismech - MVDr. Jana Dolezalova, Ph.D. (VETUNI Brno)

Histologické zmény cilovych tkani prasat po aplikaci anabolickych steroid( -
prof. MVDr. ZbySek Sladek, Ph.D. (MENDELU Brno)

Principy pouzivani a aplikaci anabolickych steroidt - Ing. Kamil
Stastny, Ph.D. (VUVel Brno)

Aktualni trendy ve vyvoji analytickych metod na bazi
metabolomiky - Mgr. Kristina Putecova (VUVeL Brno)

Aktualni trendy ve vyvoji analytickych metod na bazi
proteomiky - Mgr. Jan Gebauer, Ph.D. (VUVeL Brno)

Registrace pres vf-registrace@vri.cz nebo pres
stranky www.vri.cz. Poté obdrZite odkaz na on-
line platformu.

Webinar prinasi poznatky vzniklé v souvislosti s feSenim
projektu NAZV QK1910311.
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Zakazané latky - uvod

% panika z hormonu v potravinach stale ziva

% vyvraceni mytu

Zakazané latky - uvod

+ jiz od roku 1981 platila smérnice (81/602/EEC), ktera
zakazovala pouzivani latek s hormonalnim ucinkem pro
podporu rastu hospodarskych zvifat

napf. 17-B-estradiol, véetné jeho esterickych derivatu, testosteron,
progesteron, zeranol, trenbolon acetat a melengestrolacetat
V soucasnosti smérnice 96/22/ES (vyhlaska 291/2003)

» zakaz pouziti hormonalnich latek pro podporu rlstu u
hospodarskych zvirat

» zcela zakazano jakékoliv pouziti 17-B-estradiolu

» beta-sympatomimetika - pouze ke zmirnéni kontrakci
délohy u krav pfi porodu a u kornovitych




Zakazané latky - uvod

% zakaz se vztahuje na Clenské staty Evropské unie a také
na dovoz zvifat a potravin zivoc€iSného puvodu ze tfetich
zemi

“* nepovolena nebo zakazana veterinarni I1éCiva jsou
obzvlasté kontrolovanou skupinou latek véetné kontroly
jejich prisné vymezeného pouziti

< Ceska republika a ostatni &lenské staty EU respektuji
uplny zakaz pouzivani latek s hormonalnim nebo
tyreostatickym ucinkem a beta-agonistu pro stimulaci
uzitkovosti

Zakazané latky - uvod

Zakon o veterinarni péci (€. 166/2009 Sb.)

- doplnkove latky a IéCivé pfipravky, které maji
hormonalni, tyreostaticky nebo beta-adrenergni u€inek
nesmi byt volné uvadény do obéhu a podavany
zvifatim, jejichZ produkty jsou ur€eny k vyZzivé lidi

- chovatel miaze uvadét na trh pouze zvifata, kterym
nebyly podavany nepovolené nebo zakazané latky nebo
pripravky

Zakazané latky - uvod

« V pfipadé potravinovych zvifat mohou byt pouzita pouze
takova IéCiva, ktera obsahuji farmakologicky aktivni
latky, u kterych probéhlo kladné toxikologické hodnoceni
za uCelem stanoveni jejich maximalniho limitu rezidui
(MLR) a jsou uvedeny v seznamu povolenych latek.

% zneuziti hormonalnich latek k u¢elim zvySovani
uzitkovosti hospodarskych zvirat je v Ceské republice
rovnéz trestnym Cinem (trestni zakonik)




Zakazané latky — plan monitoringu

Plan pravidelného sledovani (monitorovani) rezidui a
latek kontaminujicich v potravinovém retézci”

v kazdoro&né vydava Ustiedni veterinarni sprava

v" rezidua latek s anabolickym ucinkem a nepovolenych
latek, veterinarnich IéCivych pfipravkd, latek
kontaminujicich Zivotni prostfedi, pesticidl a jinych latek
uvedenych v pfiloze €. 1 k vyhlaSce 291/2003

v" vzorky od Zivych i porazenych zvifat, krmiva a voda

v nevyhovuijici zjisténi - opatfeni, jejichz cilem je zabranit
ohrozeni spotfebitele a zZivotniho prostredi

Zakazané latky — plan monitoringu

v ojedinéle zjistovany zvySené hladiny pfirozenych hormon( —
dalsi Setfeni a analyzy dokazuji pfirozeny puvod, napf.
dlsledek pusobeni pohlavnich hormonu u kryptorchidnich
prasat nebo pfi neodhalené brezosti pfed porazkou u skotu,
stresu u zvifat pfi porazeni nebo
pfi odbéru vzorkl u Zivych zvifat

v Qrozatl'm nebylo pouziti zakazanych hormonalnich latek v
Ceskeé republice nikdy prokazano — viz zpravy na webu UVS
SVS ,Kontaminace potravinového Fetézce cizorodymi latkami’

https://www.svscr.cz/category/dokumenty-a-publikace/prehled-podle-
temat/kontaminace-potravnich-retezcu/

v' osvéta a informovanost mezi chovateli (publikace, seminare),
vysoka uroven a organizace veterinarniho dozoru a jiné
faktory

Dékuji vam za pozornost.




Soucasny stav
monitoringu zakazanych latek
v hospodarskych chovech

@ VUVel, 11. listopadu 2021

& Mgr. Martina Rejtharova rejtharova@uskvbl.cz

@ Ustav pro statni kontrolu veterinarnich
biopreparatt a IéCiv
Brno - Medlanky, Hudcova 56a

Zakazané latky pro potravinova
zvirata
& Hormonalné ucinné latky - Smérnice Rady
96/22/ES o zdkazu pouzivani nékterych latek
s hormonalnim nebo tyreostatickym ucinkem
a beta-sympatomimetik v chovech zvirat

& Zakazana léciva - Tabulka 2 Prilohy Narizeni
Komise (EU) ¢. 37/2010 = latky zakazané pro
zvirata urcena k produkci potravin

Analyzy rezidui zakazanych latek

& Pro zakazané latky neexistuje zadna
bezpecna koncentrace rezidui v potravinach.

© Kazdy potvrzeny nalez znemena nevyhovujici
vzorek.

® Vysledky uredniho monitoringu rezidui musi
byt jednoznacné nade vsi pochybnost.
& vyhovujici = riziko konzumenta
& nevyhovuijici = riziko producenta




os

Pozadavky na laboratore provadéjici

vySetrovani Grednich vzorkd

& Nafizeni EP a Rady (EU) 2017/625 o ufednich
kontrolach
& Akreditace dle EN/ISO 17 025 (Pozadavky na zkuebni laboratote)
& Pisemné urceni laboratore k provadéni zkousek.
® Ucast ve zkoudeni zplisobilosti organizovaném pfislusnymi
Evropskymi referenénimi laboratoremi.
& Rozhodnuti Komise 2002/657/ES (Pozadavky na metody)

& Interpretace vysledk(
& Stanovené analytické techniky pro konkrétni latky

® Pozadavky na validace metod

Pozadavky na laboratore provadéjici
vySetrovani Urfednich vzorkd

& Screeningové metody
® rychlé testy, vysledky nesmi byt faleSné negativni

& vyhovujici nebo podezrelé vysledky

, J X ?
& Konfirmacni metody o

® analytické metody poskytujici jednoznacny vysledek

& vyhovujici nebo nevyhovujici vysledky

VD

Pozadavky na analytické metody
pro uredni stanoveni rezidui

Vysledky stanoveni rezidui musi byt jednoznacné:

& Vyhovujici vysledky: (ochrana konzumenta)

® s maximalni moznou spolehlivosti vyloucit prfitomnost
nepovolené latky nebo nadlimitni koncentrace povolené latky

& Nevyhovuijici vysledky: (ochrana producenta)

® s maximalni moznou spolehlivosti potvrdit pfitomnost
nepovolené latky nebo nadlimitni koncentrace povolené latky




Pozadavky na analytické metody
pro uredni stanoveni rezidui

Nevyhovujici vysledky musi byt nad veskerou
pochybnost potvrzeny konfirmacni metodou.

Napf. pro zakdzané latky musi byt
pouzita vhodna separacni technika
(plynova chromatografie - GC nebo
kapalinova chromatografie - LC)
spojend s hmotnostné selektivnim
detektorem (hmotnostni

spektrometrie - MS).

Pozadavky na analytické metody
pro uredni stanoveni rezidui

Pouzivana analyticka metoda musi byt validovana
(prokdzani vhodnosti pouZiti pro dany ucel) pro kazdou
kombinaci analyt / matrice.

& Validacni parametry:
® linearita, rozsah pouzitelnosti
& presnost, spravnost, nejistota méreni
® robustnost, stabilita (v matrici)
® citlivost — klicovy parametr pro zakazané latky

Interpretace vysledkd
dle Rozhodnuti Komise 2002/657/ES

& Limit rozhodnuti CCa pro konfirmacéni metody

Je-li ve vzorku potvrzena pritomnost latky
v koncentraci vyssi nez CCa, je tento vzorek
nevyhovuijici.

& Detekcni schopnost CCB pro screeningové metody

evVv/

schopna detekovat ve vzorku se spolehlivosti 95%.




Interpretace vysledk( — zakazané latky

dle Rozhodnuti Komise 2002/657/ES

® Limit rozhodnuti CCa pro konfirmacni metody

& Detekcni schopnost CCB pro screeningové
metody

vyhovujici vysledek nevyhovujici vysledek
E)ejistulamé?em’ 1 T koncentrace
CCa ccB

Interpretace vysledki
dle Rozhodnuti Komise 2002/657/ES

® CCa i CCP jsou parametry ziskané pri validaci
metody v konkrétni laboratofi - pro rizné
laboratore se lisi.

& Pozadavky na citlivost metod pro zakazané
latky — minimalni koncentrace.

& CCP pouzivanych metod musi byt nizsi nez
MMPR Minimum method performance
requirements.

Prehled analyzovanych skupin
zakazanych latek

® Hormonalné ucinné latky (stimulatory ristu)

& steroidy (androgeny, estrogeny, gestageny,
kortikoidy, pfirozené hormony)

& stilbeny, thyreostatika
& beta-agonisté
& Zakdazana léciva
& chloramfenikol
& nitrofurany
& nitroimidazoly




Budoucnost monitoringu rezidui

& Na Urovni Evropské Komise probiha diskuse s ¢lenskymi staty o
zméndch v provadéni ufedniho monitoringu rezidui. Upravend
legislativa by méla platit od roku 2022.

& Trva ddraz na zakdazané hormonalné ucinné latky,
je tfeba se vénovat analytickému odliseni
prirozenych (endogennich) a syntetickych
(ilegalné podanych) hormond.

& Nové skupiny latek ke sledovani
(napf. polypeptidické hormony — somatotropin)
& Nové potraviny — hmyz, plazi

Nevyhovujici nalezy

& Vzdy nasleduje uredni Setreni zdroje
kontaminace a odbér naslednych vzorka.

& Je zabranéno uvedeni nebezpecné potraviny na
trh.

& V pripadé pochybeni jsou udéleny pokuty,
produkce se likviduje na naklady producenta.

& Rozhodnuti uredni autority o bezpecnosti musi
byt v kazdém pripadé oprené o analyzu rizika.




Principy pUsobeni androgennich
anabolickych steroidl v zivych
organismech

MVDr. Jana Dolezalova, Ph.D.
Ustav fyziologie a Klinicka laboratof pro mald zvifata

Veterinarni univerzita Brno

Anabolické steroidy

* produkovany z cholesterolu, primarné
odvozeného z lipoproteind

* Syntéza: rizné tkanég, nejvyrazngji
nadledvinami a gonadami (vajecniky a
varlaty)

mineralokortikoidy

cholesterol » pregnenolol P glukokortikoidy

androgeny

Steroidogeneze dle Hidggstrém and Richfield (2014)

Anabolické steroidy

* imitace plsobeni testosteronu
* androgenni efekt — zvySuje sekundarni samci pohlavni znaky

* anabolicky efekt zvySuje syntézu protein(i, zejména ve svalech




Anabolické steroidy u zvirat

* pouzivané endogenni steroidy (estradiol, progesteron, testosteron)

* pohlavi a vyspélost zvifete ovliviuji rychlost jeho rlistu a slozeni téla
* byci rostou 0 8-12% rychleji nez voli
* (narust dle pfipravku 8-15% hmotnosti/100-120 dni)

* testosteron -vazba na receptory ve svalu, stimulace zaclenéni aminokyselin do
bilkovin = zvySeni svalové hmoty bez souc¢asného zvyseni tukové tkané

* estradiol - stimulace somatotropni osy - zvySeni ristového hormonu IGF -
produkce a dostupnosti IGF-1 modulaci protein(i vazajicich IGF
* - zvysuje retenci dusiku, rychlost ristu 10-20% u vold, zvysuje konverzi krmiva o 5-8%
* Anabolicky ucinek u jalovic a telat (ne u prasat)

* mohou prechodné ovlivnit chovani zvirat
* Progesteron ? anabolicky efekt, zpomaluje uvolfiovani estradiolu z implantatQ

Exogenni - syntetické steroidy

* synteticky progestagen
* neucinny u brezich nebo kastrovanych jalovic nebo u vol(
* potlacCuje opakujici se fije a zvySuje rychlost rdstu a uc¢innost krmiva

* potlacuje ovulaci - snizenim luteiniza¢niho hormonu (LH), ale tvofi se vsak velké folikuly
- zvyseni estradiolu = rast

Exogenni - syntetické nesteroidni estrogeny

* zvysSuji zejména retenci dusiku, pro stavbu aminokyselin
* zvySuji rychlost ristu 0 12%—-15% a konverzi krmiva o 6—-10%

* u jalovic jsou vSak pozorovany nizsi reakce, podporuji ucinky
androgent(




Nadmerny prijem

 KVS, jatra, nadledviny, ledviny, gonady
* snizeni lipoproteinu s vysokou denzitou
* zvyseni lipoproteinu s nizkou denzitou
* zvySeni apo-lipoproteinu podporujiciho aterogenitu A
* hepatotoxické - biliarni stagnace, peliosis hepatis, hepatomy (reverzibilni)
* potlaceni osy hypotalamus- nadledviny (reverzibilni)
* ledviny - akutni selhani ledvin, Wilmsutv nador
* srde¢ni hypertrofie

* spolu s nepfiznivymi ucinky na reprodukci, véetné azoospermie, anestru,
atrofie varlat a hypertrofie klitorisu

* hypogonadismus po vysazeni exogennich androgent
* neuropsychiatrické zmény (Ho)




Vliv steroidnich hormonu
na mikroskopickou strukturu
kosterni svaloviny a varlat prasat

SKOUPA K., BATIK A., TAFLOVA M., SLADEK Z.
Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat
Mendelova univerzita v Brné

V EU plati aplny Neexistuji témér  Steroidy vyvolavaji

. vo o zadné studie ve tkanich
zakaz pouzivani oy ,
o referujici efekt pozorovatelné
anabolik pfi : Y
AT anabolik na zmény v
strukturu tkani mikrostrukture

Cilem je popsat mikrostrukturu tkani po vystaveni anabolikim

¢ 3 skupiny pokusnych prasat
e aplikace testosteronu a nandrolonu
e kastrovana i nekastrovana zvirata

e odbér tkané z kotlety
e odbér tkané z varlat

e histologické zpracovani
e barveni H&E
e pozorovani v mikroskopu




Struktura svalu

Zdroj: https://slideplayer.cz/slide/3138703/

Parametry méreni svaloviny

l Prdmér a plocha svalovych

vldken

Pocet svalovych vlaken na
jednotku plochy

MnoZstvi endomysia mezi
svalovymi vldkny

Pocet jader ve svalovych
vldknech

Parametry méreni varlat

l Prdmér a tvar

semenotvorného kanalku

Vzddlenost
semenotvornych kanalk(
od sebe

Vyska zarodecného epitelu

Vyskyt Leydigovych bunék




L =56 um

Prdmeér svalovych viaken

Plocha svalovych vlaken

Mnozstvi endomysia (vaziva)
mezi svalovymi vlakny




Vyska zarodecného epitelu

T
Pritomnost spermatid

Vzdalenost kanalk(

T
Vyskyt Leydigovych bunek

Zaver

Aplikace testosteronu a nandrolonu zpUsobila signifikantni zmény
v mikrostrukture svalové tkané a varlat. Dochazi k hypertrofii
svalovych vlaken, ve varlatech k ubytku zadrodeéného epitelu,
zastaveni procesu spermatogeneze a snizeni poctu LB.

Je zfejmé, Ze tyto zmény by mohly byt pouZity jako doprovodny
parametr pri odhalovani pouziti anabolickych latek ve vykrmu
prasat.




Sledovani

apoptoézy Znaceni satelitnich bunék

IVI n
Dalsi
planované
analyzy

Elektronova mikroskopie

Ultrastruktura
svalovych vlaken

Dekuji za Vasi pozornost




Zakaz pouzivani

hormonalnich preparat(
a jinych stimulator(
rdstu v potravinarské
vyrobé ve statech
Evropské unie

Schopnost prosazovani
zakazu, vyzaduje mit k
dispozici predevsim
ucinné analytické
nastroje pro kontrolu a
pripadné prokazovani
nelegalniho pouziti.

@éasné pouzivané analyti@

techniky v referencnich
laboratofich:

¢ obvykle spoléhaji na
monitorovani omezeného
poctu rezidui pfedem
zndmych zakazanych latek ve
vybranych matricich (rdzné
tkané, moc¢, sérum...)

¢ dominantni analytickou
technikou je
kapalinovéa/plynova

chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS)







K feSeni dokazovani téchto nepovolenych praktik s
anabolickymi steroidy je naléhavé zapotrebi
intenzivné hledat nové analytické metody,
alternativni zpUsoby detekce s vyuzitim
modernich analytickych technik.

Metabolomika +
Proteomika + ...omiky

Zdravé a bezpecné potraviny
spokojeny zakaznik







)
L Zakladni pojmy metabolomiky

Rychla a kompletni analyza vzorku bez nutné identifikace a
kvantifikace jednotlivych metabolitd

Fingerprinting Footprinting

,otisk prstu” je vysledkem analyzy ,otisk nohy“ je vysledkem analyzy
informace o intracelularnich informace o extraceluarnich
metabolitech - endometabolom metabolitech - exometabolom.




,»Cilena“ (target)
analyza -
kvalitativni i
kvantitativni analyza
vzorku zamérena na
nékolik malo
konkrétnich
metabolitd.

Vyber
kandidatnich
molekul

»Metabolite
profiling” necilena
(non-target) analyza
—identifikace a
¢astecnd kvantifikace
vybraného poctu
metabolitl

i

[ Postup metabolomického experimentu

N

)

Hlavni nastroje metabolomiky (HR-MS)




[ Vysledky metabolomického experimentu

Vysledky naseho experimentu s testosteronem a nandrolonem na prasatech

)|
L Statistické metody zaloZené na schopnosti diferencovat

A A
_PCA OPSL
(Pnnuzanlatlios?;ponent (Orthogonal Partial Last Squares)

Seho experimen s testosteronem a rolonem na prasatech

)
[ Statistické metody zaloZené na odhaleni vhodnych biomarkr(

T T




Vysledky naseho experimentu s testosteronem a nandrolonem na prasatech

| Statistické metody zaloZené na porovnani jednotlivych metabolitd
[ Box-plot




Aktudlni trendy ve vyvoji analytickych
metod na bazi proteomiky

Jan Gebauer

-vUVel Brno -
- 11. listopad 2021 -

Proteomika

= analyza proteomu buriky/tkdné pomoci hmotnostni spektrometrie

Proteomika

= analyza proteomu buriky/tkdné pomoci hmotnostni spektrometrie




Proteomika

= analyza proteomu burnky/tkdné pomoci hmotnostni spektrometrie

Kvalitativni i kvantitativni
analyza globalniho proteomu

nepfima detekce biologického efektu
—zmeéna exprese proteinl

Cilenda analyza konkrétnich
protein(

hormony proteinové nebo peptidové povahy
—insulin, insulin-like growth factor (IGFs),
gonadotropin-releasing hormone (GnRH),
growth-hormone-releasing peptides (GHRP) ...

Proteomika

= analyza proteomu buriky/tkdné pomoci hmotnostni spektrometrie

Kvalitativni i kvantitativni
analyza globalniho proteomu

neptima detekce biologického efektu
—zména exprese proteind

Cilena analyza konkrétnich
proteind

hormony proteinové nebo peptidové povahy
—insulin, insulin-like growth factor (IGFs),
gonadotropin-releasing hormone (GnRH),
growth-hormone-releasing peptides (GHRP) ...

Experiment na prasatech — podani steroidnich hormont

3 skupiny prasat (stari cca 4 mésice), prasnicky, kanecci kastrovani i nekastrovani

- 9 kontrolni skupina

- 9 nandrolon, IM podani, 2 mg/kg (Myodine 25)
- 9 testosteron, IM podani, 4 mg/kg (Sustanon 250)

5 podani po 5 dnech




Experiment na prasatech —

Analyzované tkané/télni tekutiny:

- Jatra

- Srdce

- Ledvina
- Sval

- Krevni plasma

podani steroidnich hormont

Experiment na prasatech —

Analyzované tkané/télni tekutiny:

- Jatra

- Srdce

- Ledvina
- Sval

- Krevni plasma

podani steroidnich hormont

homogenizace tkané, izolace proteind,
redukce, alkylace, enzymatické stépeni,
MS méreni, databazové prohledavani,
vyhodnoceni dat

Experiment na prasatech — podani steroidnich hormont

Analyzované tkané/téIni tekutiny:

- Jatra

- Srdce -
- Ledvina

- Sval

- Krevni plasma

\

homogenizace tkanég, izolace proteina,
redukce, alkylace, enzymatické Stépeni,
MS méfeni, databdzové prohleddavani,
vyhodnoceni dat

Odstranéni abundantnich protein(
(albumin, 1gG), izolace proteind, redukce,
alkylace, enzymatické Stépeni, MS
méreni, databazové prohledavani,
vyhodnoceni dat




Vystupy

- bez znalosti konkrétnich proteint — mira exprese (mnoZstvi) protein(

1) PCA analyza — podobnost/rozdilnost mezi skupinami

PCA analyza

ledvina | sval

srdce | jatra

Vystupy

- bez znalosti konkrétnich proteint — mira exprese (mnozstvi) protein(
1) PCA analyza — podobnost/rozdilnost mezi skupinami

2) Scatter plot —zmény exprese — poméry expozice/kontrola nad 2 a pod 0,5
biologicky relevantni




Nandrolon

ledvina | sval

srdce| jatra

Testosteron

ledvina | sval

srdce | jatra

Vystupy

- konkrétni proteiny

nandro testos

1) sval 71 glycogenin-1 isoform 1 ratiovsctrl 2,15 2,22
N troponin | ratio vs ctrl 0,57 0,52
N troponin T ratio vs ctrl 0,62 0,69
N cytochrome b-c1 complex ratovsctrl 0,50 0,65
2) srdce /1 alpha-1-antichymotrypsin ratovsctrl 4,22 3,34
A cadherin-2 ratio vs ctrl 2,31 1,61
7 hemopexin ratiovsctrl 2,23 1,29
N myomesin 3 ratio vs ctrl 0,45 0,72
N collagen alpha-2(VI) ratiovsctrl 0,47 0,57
N myosin binding protein C3 ratio vs ctrl 0,48 0,76




Vystupy

- konkrétni proteiny

metallothionein

carbonyl reductase [NADPH]
creatine kinase M-type
cytochrome P-450
aquaporin-1

3) jatra

YK NNYN

metallothionein-3

fibrinogen C-terminal domain
fibrinogen beta chain

joining chain of IgA and IgM
membrane-assoc. transporter
uncharacterized protein
cytochrome P-450

4) ledvina

VK KNNNYNNYN

ratio vs ctrl
ratio vs ctrl
ratio vs ctrl
ratio vs ctrl

ratio vs ctrl

ratio vs ctrl
ratio vs ctrl -
ratio vs ctrl
ratio vs ctrl
ratio vs ctrl
ratio vs ctrl

ratio vs ctrl

nandro
3,18
1,57
1,11
0,15
0,07

4,34
2,93
2,22
2,93
0,18
0,18
0,21

testos
1,24
8,71
2,28
0,32
0,08

0,67
1,35
1,32
2,01
0,59
0,40
0,75
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