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Messaggio inoltrato

Da: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Data: Sat, 22 May 2010 14:03:12 +0200

A: Francoise Lasne <FE.Lasne@afld.fr>
Conversazione: Suspicious CERA sample

Oggetto: Suspicious CERA sample

Dear Frangoise,

I am here transmitting the files respective to a urine sample {internal code: 10E003A4433) that
shows the presence of CERA. We have learned that blood is a better and more stable matrix for
CERA, but we have still to screen for/confirm it in urine if so requested by an ADO.

The files I am transmitting are the following:

GASepo and tiff images of the screening analysis (image obtained on May 13th, sample is on lane
3);

GASepo and tiff images of the confirmation analysis (imaged obtained today, May 22nd, sample is
on lane 8 and the stability test on lane 5).

Please note that on lane 10 we had another sample being confirmed for CERA, but, in our opinion,
the signal is not good enough to report an adverse analytical finding: our plan is to report the
sample as negative, with the indication “1EF profile not compatible with endogenous EPQ. Athlete’s
targeting and/or CERA analysis in blood is recommended”.

I thank you once again for your cooperation and support.
Best regards, greetings from Italy, and have a nice weekend
Francesco

{with Xavier and Stefania)

Prof. Francesco Botré

Scientific Director

Laboratorio Antidoping FMSI

Largo Giulio Onesti, 1

00197 Rome RM

Italy

phone: +39-06-36859600

fax: +39-06-8078971

email: francesco.botre@uniromal.it
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Département des analyses

Laboratorio Antidoping

Dr. Francesco BOTRE

Federazione Medico Sportiva Italiana
Largo Giulio Onesti 1

IT - 00197 ROME RM

ITALY

According to the files corresponding to sample 10ECQ3A4433 {screening,
confirmation and stability test) and WADA criteria from TD2009EPQ, we conclude
that this sample shows the presence of recombinant erythropoietin (pegylated
Epoetin beta - MIRCERA).

Best regards,

Dr Pyangpise LASNE
jrector







------ Messaggio inoltrato

Da: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Data: Wed, 16 Jun 2010 13:32:16 +0200

A: Francoise Lasne <E.Lasne@afld.fr>
Conversazione: "B" analysis for CERA

Oggetto: "B" analysis for CERA

Dear Frangoise,

We are here enclosing the .tiff and GASepo files of the IEF “B” analysis of sample code
10E003B4433; for the corresponding "A” sample you gave your second opinion on May 25th.
Sample is on lane 9 and the stability test in lane 11. As you may see, the signal for the positive
reference sample containing CERA (lane 4) shows some spreading of the signal in the less acidic
region, while the signal of the MirCERA reference standard (lane 13) is relatively weak. We have
another aliquot of retentate and may repeat the gel if necessary.

Tomorrow we will also send to you the files of the SDS-PAGE analysis, which will be completed at
around this time.

Thank you again for your cooperation and assistance.
Best regards

Francesco

Prof. Francesco Botré

Scientific Director

Laboratorio Antidoping FMSI

Largo Giulio Onesti, 1

00197 Rome RM

Italy

phone: +39-06-36859600

fax: +39-06-8078971

email: francesco botre@uniromal.it

------ Fine del messaggio inoltrato

------ Fine del messaggio inoltrato






Da: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Data: Thu, 17 Jun 2010 14:59:38 +0200

A: Francoise Lasne <E.Lasne@afld.fr>
Conversazione: SDS-PAGE image

Oggetto: SDS-PAGE image

Dear Frangoise,

As announced, we are here sending the files respective to the SDS-PAGE analysis of the same B
sample we have sent you the IEF images yesterday.

Sample is on lane 3.
Once again, thank you for your cooperation and support

Francesco

Prof. Francesco Botré

Scientific Director

Laboratorio Antidoping FMSI

Largo Giulio Onesti, 1

00197 Rome RM

Italy

phane: +39-06-36859600

fax: +39-06-8078971

email: francesco.botre@uniromal.it

______ Fine del messaggio inoltrato






------ Messaggio inoltrato

Da: Francoise Lasne <F.Lasne@afld.fr>

Data: Fri, 18 Jun 2010 09:55:20 +0200

A: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Conversazione: "B" analysis for CERA

Oggetto: RE: "B" analysis for CERA

Dear Francesco,

The presence of CERA in the sample is clear, however, | think that, as you suggested, it would be
better to perform another IEF analysis with the retentate due to the problems of CERA reference and
positive control and due to the presence of some CERA bands in BRP-NESP on lane 14.

Would this create any problem (not from a technical but from a regulation point of view)?

Best regards,
Frangoise






------ Messaggio inoltrato
Da: Francoise Lasne <F Lasne@afld.fr>
Data: Fri, 18 Jun 2010 11:11:04 +0200

A: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.jt>
Conversazione: SDS-PAGE image
Oggetto: RE: SDS-PAGE image

Dear Francesco,

The presence of CERA in the sample is clear, both in the |IEF and the SDS results, however, | think
that, as you suggested, it would be better to perform another IEF analysis with the retentate due to
the problems of CERA reference and positive control and due to the presence of some CERA bands
in BRP-NESP on lane 14. Of course, the SDS analysis doesn’t require to be performed again.

Best regards,
Frangoise






______ Messaggio inoltrato

Da: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Data: Wed, 07 Jul 2010 13:01:45 +0200

A: Francoise Lasne <E.Lasne@afld.fr>
Conversazione: "B" analysis for CERA - follow up
Oggetto: "B" analysis for CERA - follow up

Dear Frangoise,

We go back to you for the evaluation of the .tiff (also in inverted colors} and the GASepo files
obtained following the repetition of the IEF “B” analysis of sample code 10EQ03B4433, that has
just been completed. The files of the first IEF analysis and of the SDS-PAGE analysis had been sent
to you on June 16th and 17th respectively.

The sample is on lane 11 and the stability test is on lane 13.

Best regards

Francesco
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Département des analyses

Laboratorio Antidoping

Dr. Francesco BOTRE

Federazione Medico Sportiva Italiana
Largo Giutio Onesti 1

IT - 00197 ROME RM

ITALY

According to the files corresponding to sample 10EQ003B4433 and WADA criteria
from TD2009EPO, we conclude that this sample shows the presence of
recombinant erythropoietin (pegylated Epoetin beta - MIRCERA).

Best regards,

Dr Frangoisg LASNE

Dirdctor







Messaggio inoltrato

Da: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Data: Wed, 07 Jul 2010 13:18:56 +0200

A: Francoise Lasne <F.Lasne@afld.fr>
Conversazione: WADA Technical Document for EPO
Oggetto: WADA Technical Document for EPO

Dear Frangoise,

I have been asked by Prof. Oftebro, that is the Athlete’s expert attending the “B” analysis for CERA
we just sent to you the files, to ask directly to you some clarifications on the wording used in the
current version of the WADA technical document for EPO, and specifically regarding the use of the
terms “bands” and “corresponding” in section 3.2.4 of the same document.

Prof. Oftebro is also asking for further clarifications on the differences between the definitions
given in section 3.2.4. and 3.2.5. SDS-PAGE, as far as the criteria used to identify the SDS-PAGE
bands and the IEF bands, and why the criteria used for SDS-PAGE appear to have been specified
in the technical document in more details. [ answered to those questions myself, but Prof. Oftebro
has kindly requested me to forward these questions to you, as one of the Authors of the technical
document.

1 thank you once again for your cooperation.
Best regards

Francesco

Prof. Francesco Botreé

Scientific Director

Laboratorio Antidoping FMSI

Largo Giulio Onesti, 1

00197 Rome RM

Italy

phone: +39-06-36859600

fax: +39-06-8078971

email: francesco botre@uniromal. it

------ Fine del messaggio inoltrato






Messaggio inoltrato

Da: Francoise Lasne <F.Lasne@afld.fr>

Data: Thu, 8 Jul 2010 11:32:29 +0200

A: Francesco Botré <francesco.botre@uniromal.it>
Conversazione: "B" analysis for CERA - follow up
Oggetto: RE: "B" analysis for CERA - follow up

Dear Francesco,

Here is the second opinion.
Are you sure that we must answer the question of Prof. Oftebro?

The pattern of CERA is described in section 3 as « some bands approximately colocalized with those
defined by rEPQ and others interspersed amongst rEPQ bands ».

In section 3.2.4, the identification criteria of CERA are “in the basic area, there must be at least 4
consecutive bands corresponding with CERA reference substance”.

The position of CERA reference substance {from its most basic to its most acidic isoform} in the
image defines the area that must be considered for interpretation of a result.

Taking in account the description of the pattern, the identification criteria are “in the basic area,
there must be at least 4 consecutive bands situated in the area defined by the position of CERA
reference with some bands approximately colocalized with those defined by rEPO and others
interspersed amongst rEPO bands”.

The specificity of these criteria has been validated by evaluation of control urine {including “effort
urine” samples} and blocd samples.

| don’t understand the meaning of “why the criteria used for SDS-PAGE appear to have been
specified in the technical document in more details”. The interpretation of a SDS image is based on
the “behaviour of each substance, i.e. position and shape (width, focused or more diffused)”, and, in
my opinion, this is not a detailed description.

What is your opinion about the questions of Prof. Oftebro?

Best regards,
Frangoise






APPENDIX 5






Nekta risposta cilare if numero of protocolio

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA
LABORATORIO ANTIDOPING

30 JuiL. 2010

proT . 2349/DEX/sbr ROMA, 28t 1

LARGO GILLIO ONESTI, 1 - TEL. 06.80.83.011 - FAX 06.80.78.971
0ee:  Documentation Package

Sample B coded 3511558

Dr. T. Capdevielle
L.A.AF. Medical & Anti-Doping Department

17, Rue Princesse Florestine
BP 359

MC 98000 MONACO CEDEX

Dear Dr. Capdevielle,

Following to your e-mail request dated 08" July 2010, please find here enclosed the
Documentation Package concerning the sample B coded 3511558.

Best regards,

/;X‘avier de la Torre
idBgific Vice-Director
e § I
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List of Laboratory Staff Involved in the Test

Sample B code 3511158
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Summary of Chain of Custody

Sample code 3511158 (A+B bottles) was delivered to the laboratory together with 5 other samples
(A+B bottles) by TNT and received by MLJ* on 02/05/2010; samples were registered and visuaily
inspected by SBR on 03/05/2010. Sample 3511158 was identified with internal code 10E003
B4433. The “B” samples were immediately stored in the freezer (-20°C). The “B" analysis started
on 14/06/2010 at the presence of Prof. Helge Oftebro, Mr. Stephan Platzer and Mr. Erik Tysse, the
“B" sample identified with internal code 10E003 B4433 was visually inspected by FAF.

The seal of sample internal code 10E0Q3 B4433 was broken and aliquoting for EPO analysis, SDS
Page, stability test, determination of pH and specific gravity and steroid profile(following specific
request by the athlete: data not included in this package and data available upon request) by TUS
on 14/06/2010. In the same day TUS measured the pH and the specific gravity and performed the
sample pretreatment for confirmation. The complete procedure of detection of recombinant
erythropoietin and analogues (IEF and SDS analysis) was performed by TUS between 14/06/2010
and 17/06/2010. The "B" bottle was resealed (new seal code;1000892)

The results of IEF analysis did not fully satisfied the WADA required criteria for reference
standards acceptability, so that the procedure was repeated. The analisys started again on
05/07/2010 at the presence of Prof Helge Oftebro and Mr. Erik Tysse, the sample 10E003 B4433
was visually inspected by SBR. The seal of the “B" sample was newly broken and the residual
volume aliquoted (for EPO analysis, stability test and determination of pH and specific gravity) to
repeat the IEF analysis by TUS on 05/07/2010. TUS performed the complete procedure of
detection of recombinant erythropoietin and analogues between 05/07/2010 and 07/07/2010.

The results matched our internal criteria to report an Adverse Analytical Finding for CERA.

On 08/07/2010 Dr Francoise Lasne, director of WADA accredited Laboratory of Paris (France),
evaluated the results and confirmed the presence of Continuous Erythropoietin Receptor Activator

(CERA) in the sample code 10E003 B4433.

*The person performing the specific task is indicated by an internal three-letter code (see list of

laboratory staff).
6/79
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SECTION I:
RECEIPT AND HANDLING OF SAMPLES
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1.1 Documentation of shipping and receipt of intact samples
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.2 Doping control form

Please write fegibly and in CAPITAL letters / Ecrire lisiblernent en majuscules

DOPING CONTROL FORM

]

1

Sample B code 3511158
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==

h.-J.I-

Ifl

ﬂllfATHl:l_F.Ttéﬁ- "_j“*“'i__h N1EEE _a].f!.' Ej L_|f'~ f‘-f“ IF»i’J

W] Y v SO 0 WD O W

B WJJHE'AJ'I.'IIITM!TJ.B\“ LRERL LY i) I.l'!-l'l‘l\."llrk'l."

A0 v adoa T w A bial I

W |l|'l|\_"1.

i

I..Il‘

A

4_-_._I{'|"‘--¢M‘|1'|,_I| W \I’ r\"‘“"l'\.'l'i“ WAL ihl-'lll M

PAETY

PETELELN T

o 1

B = ey ; - . T LT T A

s e (RS SR I T

3. CONFIRMATION OF PROCEDURE FOR URIME AND / OR BLOOD TESTING  COMFRMATION Eummm;smﬂmm O E SAMG

ALTR

AN Y mRAL Al Wi

W F- A TR R i
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1.3 Laboratory sample reception form

=g — EETL

.'gam rﬂ"a"irséwaz VATTAL i "asua BI uw_ﬁmi
L L.-.__--_-~’*)Hg"‘i"":*‘?_t_-_"_"?__‘*“f'”f**f lﬁ” 1

S _ AGCETTAZIONE 51 R'Adﬁnmmm

i
R, P |

”D.-wnc:mmﬂ.rmmmr O L bc;' /o __]‘ﬂ“"'_d_gt_z‘i? | | T

MH® DORSE O TRASFORTD RICEVIRE ;
[ T T— s L R T fofzsing, Dlinsri
|Pl SEVITE TRAMITE

!I "»"FE‘L_J F(-rm TIRE £ tr*p.:c
r*rir.«

i ‘g"'u,rp EFE [1-‘.‘.!i:'.‘-!-"€"'|f‘.¢|7¥h'_l _
i ,- T~ T
! .

1
i £ BpaTa D L . o
]3_ Da‘-.-:;lau—_i- | ERETIF HRAT A L ..x.m.,:..lt ET‘E;: h F 'I,I'L*P"IH‘{"! fe;n GRS !
{ e . AN e S e S e e |
M Catena ol CusToms [ F} :"T’ F 3, /?ﬂ! :
([ crresm o cusrons ooslwro
1 A ORI !
: DT '“A-'F’I"' AT awrmr ‘;th"/‘l»iDL} BUANTE fﬁ‘r—u_!’l( ﬁ;-';_r; L.: F I1D'H1EI1II,I.:_'_

H [ I-I'JN': e AT T

i' !Sd.—._'-\. £ [FIEMA NEL PERSOMALE CHE Ha EEEETTUAT | A B0 SFINE
i

RS EC o EsmrEE oI

f DA COMPILARS! A CURA DEL PERSONALE DOPD AVER FFFETTLATO LA FICENONE !

b oy

1
ILOCALZZAZIONE |
| BORSE: I

. 1
SHELAE FIRMA DEL PERSONALE

'f " Ate
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.4 Documentation Linking Sample Identification Number to Laboratory
Identification Number (Laboratory sample registration form)

RIF. FLO4G 1008
enéﬁzl%'ﬁ’%’fmsmco‘sr*aaﬁm mu; OIDlﬂLAf
LABQ@TGRT'%HDO‘PM _ : oy
ACCETTAZIONE E REGIST AZIONE CAMP!ONI
Pag 11
RIF PGEOY Rev. 4
LOTTO DI ACCETTAZIONE N*  40E003 O 4429.4434
CATENA DI CUSTODIA IAAF 0372010
: T A T AR TE I ACCETTAZIONE o S oy R i
DATA DI RICEVIMENTO: 02/05/2010 ORA 8.20

RICEVUTA TRAMITE CORRIERE
e L B PARTE Il G ARA D] ARPART ENEN ZA IR

SPORT-GARA: [ATHLETICS  GARA INT.LE DI MARCIA 20 KM -IAAF  JSVOLTA IN DATA: 01/05/2010
LOCALITA®  |SESTO SAN GIOVANNI FEDERAZIONE IAAF
ERRPARTE I REGISTRAZIONE CODIC) ESTERNICAMEION! AT B EASSEGNARIONE CODIC] bl LABORATORIO B
CAMPIONI A E B CAMPIONI A E B CAMPIONI A E B
CODICE CODIGE | CODICE | CODIGE | CODICE
1= ESTERNO ESTERNO | INTERNO | ESTERNO | INTERNO
i{ . ]
R 1
S
W f(i‘m;'
i T aB11158
T M
CAMPIONI AE B CAMPIONI AE 8 CAMPIONI AE B
ESTERNO INTERNO | ESTERNO | INTERNO | ESTERNO | INTERNO
P
. S CAMPIOH "A” SONO STATI COLLOCATI NEL FRIGOICONGELATORE.  FRO1B e e e e -
1 CAMPIGNE "B SOMO STATHCOLLOCATI NEL FRIGOICONGELATORE cooi0
iLLOTTO E STATO AGCETTATO REGOLARMENTE?
Ij‘sj {JNG VEDERE RAPPORTO FLOOZ RIF. PNC N’ PROT
o0 N PROT
N PROT

CAMPIONI SOSFESE

DATA, SIGLA E FIRMA DEL RESPONSABILE ACCETTAZIONE_ 2 S//[‘gfé'é 1o
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1.5. “B” Analysis sample opening forms

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA - FOGLIO DI LAVORO FLOSO
LABORATORID ANTIDOPING
NUOVQ VERBALE DI APERTURA [N CONTROANALISI
Pag, [
| RifPGOO2-Allagato Rev. ke
] DATA DI CONTROANALISY,  14/06/2010 ORA DHNIZIO: _
“B* samyple analysis date; Start time; 0'91 LD
L'APERTURA DEL CAMPIONE “8" §1 SVOLGE AlLA PRESENZA DI;
People wilnessing "8” sample opening. -
COGNOME E NOME QUALIFICA *
Last name and firs! nema . Poysition
*r*yg:c—: el AT LeTE
PLATZEE _ STEPEARD e | 927
OCTEReO N Gas — S EL RS, AN SO
BOTRE . TRAXESLTD @ = i@t T EFE o e
T LA _TeR R el NS VCE 2 C QW C RReECTR.
| AARATEL SteARLA A&ED)ELLA Y xA-u.W Yl A AL
E L Cad 700 AR O dd A %aa_ﬁ%r S ECRETAC A MAMAC
T B 2reEhia ARIAU ST OF B DA S ArA 3
-~ L 4L r) Pl WY
= — . ! L3y o
(£ €) ot MesAT AT _7HE Df)ENd‘ffi. TR
i il B (N
{*} ALLEGARE EVENTUALI DELEGHE DI RAPPRESENTANZA AN
Fiease, enclose here all the relevent authorizations
IDENTIFICAZIONE DEL CAMPIONE
SAMPLE IDENTIFICATION NER PR,
I Gara: GARA INTERNAZIONALE DI MARCIA 20 K
Compolitian! o
| SVOLTA IM DATA 01/05/2010 Locatith: SESTO SAN GIOVANNI
Compelition daio: - Place:
[ FEDERAZIONE / SPORT: IAAF f ATHLETICS DATA DI ARRIVO DEL CAMPIONE: 02/05/2010
Federation / Sport: Sample receipt dale:
CODICE CAMPIONE "A". 3511158 CODICE INTERNO ATTRIBUITC:  T0EO03 A4433
Sample “A” code: Allocated internal cods:
CODICE CAMPIONE “B" 3511158 CODICE INTERNOC ATTRIBUITO: T0ED03 B4433
Sampie "8° code: Alocatod intornal coda:
FASRAACOAMETABOLITA RISCONTRATO IN PRIMA ANALISI - CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEFPTOR
ACTIVATOR
Drug/Malsbolita focused on fics! onalysis:

5
L
Siglare tutle ke pagine dot verbais — Plaase, sign all fite pages {—\ J {M-

L ,% %‘;ﬂ —m, i A
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FEDERAZIONE MERICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLOSO
LABORATORIO ANTIDOPING

NUOCVO VERBALE DI APERTURA IN CONTROANALISI

Pag. 202 1
| Ri$.PGO02-Allegato Rev. 3
VERIFICA DELLO STATO DEL CAMPIONE 8"
8" SAHPLE CONDITIONS
CAPSULA { CONTENITORE ) “8" $E PRESENTE |
"B comtainer if any :
LA CAPSULA “B" & $IGILLATA CORRETTAMENTE? [no
Is the *B” cortainer propary sealed?
li. CODICE CORRISPONDE A RIPORTATO SUL VERBALE DI PRELIEVO 7
Does "B container, carrespand to the ore reparied in in e dope lesting report 7
Clses " [no [TINON RIPORTATO!NG! reported
FLACONE “B™:  [#]SIGHLO PREVISTO! sonf conlompiated ] SIGILLO NON PREVISTO! seal not conlermplated

"B bottle :
ILSIGILO E INTEGRD?  [Vfsies [Jno
I5 the “B" bottie seal intort?

I conice DEL [V]siaiLo / [[] ETICHETTA CORRISPONDE A QUELLO RIPORTATO SUL VERBALE Di PRELIEVO?
Doos B" boltia s0af /tabel cade corraspand o thal reportadt in tha dope testing moort?  []sitves [ ]NO
IL FLAGONE “B" ' CHIUSO CORRETYAMENTE ?  [Plsiyes [ Jno
Is ihe "B" baille propory closed?
IL VOLUME E' MAGGIORE G UGUALE AL LIMITE MINIMO? E/Slfyes Clwo
s tho sample volume graler than or equal to the minimuy fof?
VOLUME RESIDUO DOPO PRELIEVO aLIoUOTE: £, -1 &)l ([QTTENUTO PER CONFRINTO CON UN YDLUME (1 RIFERIMENTO)
Sample volume aller aiigtoling (eshimaled by comparisen with & cakbraled botile)

IL FLACONE "B” & STATO RISIGILLATO DOPO iL PRELIEVO DELLE ALQUOTE? Sifyes D NO
Was boltle “B” re-sealed aitor aliquoting?

CODICE DEL NUOVO CONTENTTORE,_A OOy Q2.
Ro-soaiing containar code

il. CAMPIONE B STATO COLLOGATO NELLA CELLA FRIGO/CONGELATORE N° @ oL
Ralrigeratior N'Freszer N*___ contains the re-sealed B~ sample

SPAZIO RISERVATO ALLA ANNOTAZIONE DI EVENTUAL COMMENTI , RICHIESTE E/0 NON-CONFORMITA
PLEASE, WRITE ALL COMMENTS, NON-CONFORMITY OR REQUETTS INSIDE THIS PLACE

DEE CoTHENTS on TrHe pAainered ;
DO cox LENT. —— '

Fine: g[:fw% P zr“ X

Sigratures: '-‘{7/ _ 5 P % /ﬂC_L- > F:%
)Ca..r&é'- %‘/‘L&Mf@ux ) /L}./\%L?G/LC. 7;@;241.

&
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Comments on B-sample 3511158 Rome, 16th of July 2010
The analysis of the B-sample 3511158 started at FMSI in Rome on Monday, 14" of June 2010.

We arrived at 08.30am and started the procedure at 09.00am. After we went through the A-package
side by side with the director antidoping laboratory of FMSI, a person went to the fridge at 10.48am!
The director jeft the meeting at 11am. | received the B-sampte not in the same way that lleft it in
Sesto San Giovanni. They only presented me the “pure” bottle. It was not covered by the plastic
bag/material | left it after finishing the test and leaving the room in $esto. The fact that the analysis
would take three days made impossible for my attending person, Dr. med. Oftebro, to stay through
the whole procedure, until the 16" of June. Dr. Oftebro already commented the big difference of the
specific gravity of 1.025 {measured on May 1%} to a value of 1.010 (measured in the A-sample}. Dr.
Oftebro asked also for a steroid profile on A and B samples and a SDS page on the B-sample. After
thawing of the B-sample, the bottle was opaned at 11.30am. The bottle was closed again at 11.43am
and went back into the fridge (CO010) at 12.07pm.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORG ELOSO
LABORATORIO ANTIDOPING
NUOVO VERBALE DI APERTURA IN CONTROANALISH _
Pag 12
| R.PGEOZ-Allegato Rev. &

DaTA DI CONTROANALISL 05/07/2010
"B" sample snalysis data’

QORA DIHINIZIO!
Start time:

4 00

People witnessing "8" sample opering:

L'APERTURA DEL CAMPIONE “B” S| SVOLGE ALLA PRESENZA DI:

I COGNOME & NOME ¥ SC‘:'S MoTE 2 QUALIFIGA "
Last namo and firsi name . Position
TYSSE. BRIk AT ESH
DETERARo HEILE epiTo ATLRSA
POTRE TRpncESso Do BsTarE. St pnti Fice

i a NpRRE XAEDL

\.r.'-C.f' 0, Fw? %Q—K Sﬁtw(\fﬁt‘:—d

ABAYE NALA LRee (BLLA |
RANRE R (N) SBFaN

P Sfoaisher f  QUAY,
R 5Opn30R 1 E A A U

U Y .

g

//

e

/

/

{") ALLEGARE EVENTUALI DELEGHE DI RAPPRESENTANZA
Flease, enclosa fere ali the relavent authorizalions .

[DENTIFICAZIONE DEL CAMPIONE
SAMPLE IDENTIFICATION

GarA: GARA INTERNAZIONALE DI MARCIA 20 KM

Cempstition;

| SVOLTA IN DATA: (01/05/2010 LocaLiTA: SESTO SAN GIOVANNI
Competilion dato: Piace:

| FEDERAZIONE [ SPORT! 1AAF /ATHLETICS DATA DI ARRIVO DEL CAMPIONE: 02/05/2010
Faderation 7 Spost: Barnple receipt date;

CODICE CAMPIONE “a™ 3511168
Samplc “A” code:

CODICE INTERNG ATTRIBUITO:  10E003 A4433
Aligcated interhed pode:

CODICE CAMPIONE *B™: 3511158
Sample *B* code:
CODICE SIGHLD: 1000892

CODICE INTERND ATTRIBUTO: 10EC03 B4433
Alfocated infemal pode:

Seal corle:

DrugpMetatolite focusead oo fivs) analysis:

&

FARMACOMRE TABOLITA RISCONTRATO m PRIMA ANALISE; CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR

ACTIVATOR

Siglare fufle le pagine def verbole ~ Flease, sign aff the pages

————

OB

Sample B code 3511158
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FEDERAZIONE MEDICG SPORTIVA ITALIANA FOGLIO Dl LAVORO ELO90
LABORATORIC ANTIDOPING
NUOVO VERBALE DI APERTURA IN CONTROANALISI
Pag 22
| RilPG002-Allegato Rev. 3
VERIFICA DELLO STATO DEL CAMPIONE “8”
"B" SAMPLE CONDITIONS .
| CAPSULA ( CONTENITORE ) “B" SE PRESENTE e
8" containor if any : /"
LA CAPSULA "B" € SIGILLATA CORRETTAMENTE? [ |styes [ INO R
Is fhe "8* conlainar properly seated? T
IL CODIGE CORRISPONDE A ou__;&m&ommo—sutﬁﬁmsuevo ?
Does "B” conlaineraucs Comespond fo tie one reported in in the dops lesting rapoit ¥
g 3 Csiyes - o [ ] non ripoRTATO! et raparted
FLACONE “'B™: .EI(SIGILLO PREVISTO! soal contemplated [ SIGILLO NON PREVISTO! sea! not conicmplated

5" botile © !
IL SIGILLO & INTEGRO? B&:jyes [(vo -5‘&'

Is the "B botie seaf intact? L 0‘?-3 (’féfbfﬁ )
RELIEY

iL GODICE DEL @\SIGILLO 1 [[JETIcHETTA CORRISPONDE A QUELLO RIPORTATO SULVERBALE-BHR

o3 ‘B" butlle seal / isbol coda corasnond 1o that reported in the dope losiing report? [ )
Ik FLACONE “8" &' CHIUSC CORRETTAMENTE ? /g/ﬁu’yos no

is tha "B~ bollle propery closed? et 1
L VOLUME E' MAGGIORE O UGUALE AL LRAITE MINIRG? {ES{LWS NG

is the semple volume grofer than or equat o the minimum limit?
VOLUME RESIDUC DOPO PRELIEVO ALIQUOTE, O N (OTTENGTO PER CONFRONTO CON 1N VOLUIE B RIFERIMENTS)
Sampde volume affor afiquoting (estimaled by comparison with a colibraled botie) P
IL FLACONE *8" E STATO RISIGILLATO DOPO I, PRELIEYO DELLE AL!QUOTE'? fyes [:l [{s]
Was bollls "B re-seated after aliquoting?
CODICE DEL NUOVO CONTENITORE: /000D i)

Re-sooling conialnar coce
IL CAMPIONE & STATO COL ‘ggmg NELLA CELLAFRIGO/CONGELATORE N (,‘() ) 43
RefrigeratorN*Freozer N~ contains the re-sealed "B sample

SPAZIO RISERVATO ALLA ANNOTAZIONE Di EVENTUALI COMMENTI , RICHIESTE E/0 NON-CONFORMITA
PLEASE, WRITE ALL COMMENTS, NON-CONFORMITY OR REQUESTS tHSIDE THIS PLACE

¥ SURF Grr (D?\; ) g: Fr & 3o LIS WS #
n‘E'-é‘\IﬁLyeb 4 ¢ B SHIRE. ~ <O START qi+8 PRocER
THE An: ¢S STARTED TR T THE PlEseice &8
314’_,6./;‘«6@3:

2%
T e NUE S

=t ,~ -fr'/ /@”é’
- £t o

s —7c
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1.6 Sample chain of custody (Distribution forms of new aliquots)

¥ (!

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA, FOGLIO DI LAVORO FL.010
LABORATORIO ANTIDOPING
RICHIESTA DI DISTRIBUZIONE NUQOVE ALIQUOTE
Pag. 11
RIF. PGOG1 Rev 1
RICHIESTA DI NUOVE ALIQUOTE
CMEC;‘:;I?“'&W io Afiquote richieste Analisi da effeltuare & screening ("} Codice
pione N Volume (ml) corrispondente assegnato a
ciascuna aliguota
Al BRSSP NN U=V S VI 't o e L Y P
LOEABBUE YD 4 RSN S (R;._o%\ Ltifaﬁ.cm\. I OO
D033 A e Gl Smeiay T 0RO E G B rwe
LROEO03 B 33 4 TTe s ek e e g ;;BQ;TIZSI JCETC3 a0 3=oh
............................... LA ‘\‘...(}smu.\.’\._.q. A PR
: 2y e L SGB (STEres b ACCon A Bul 3 sud
iCEOO?:M:‘B A e S C ..{%QQLL..E’._) ..........................
RICHIEDENTE ~{R 7 ; e
Sitle Firma
paa dulogl a0

DisTRIBUZIONE DIf NUOVE ALIQUOTE
Sl & provveduto alla distribuzicne defie aliquote richieste; le aliquote e i campioni sono stati archiviati come

segue:
-
ALIQUOTE DISTRIBUITE O Frigo [J Congetatore: M Tonsegnate direttamente a __HE__'_X
CAMPION! O Frigo &t Congelatorey_~ by 0 anro:
RESPONSABILE DISTRIBUZIONE —€30 3R, S e {éwn = Tl
Sigla \ Firma

pora _Att] e £

{*) Le nuove sliquote distribuite devono essere identificate con i lettera C se distribuite per analisi di

Conferma e con la leftera R se distribuite per Ripetizione dello screening.

Esempio: la seconds aliquota dello stesso campiong, distribuita per Conferma per lo screening 4A verra identificata
con C4A-2 preceduto dal codice di laboratorio del campione.

ALl QU-oTa

FRIC® FRro(qQ

te (610

A (1,(?4— Sode

(DENTIFIATA Con (G & STATA TRASFERITA ~Ade
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FépERAszE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLO10
LABORATORIO ANTIDOFING

RICHIESTA DI DISTRIBUZIONE NUOVE ALIQUOTE

Pag. in
RiF. PG00 Rev. 1
RICHIESTA DI NUOVE ALIQUOTE
Codice di laboraterio Aliquote richieste Analisi da effetiuare e screening ") Codice
LI e Volume (mh) cotrispondents assegnalo a
ciascuna aliquota
T T SR ‘
AEOBRAZ, | A e SO Ap e AR

AE®S 835 A

JLOE0ABE3 A

RICHIEDENTE

Data g/—f { £

DISTRIBUZIONE Di NUOVE ALIQUOTE
Si & provvedulo alla distribuzione delle aliquote richieste; ie aliquote e i camploni sono stati archiviati come

segue:
ALIQUOTE DISTRIBUTE O Frigo O Congelatare [ Cansegnate direttamente a T{€
CAMPIONI CFdgo___. B Congelatore: (000 0 Atro:

i ——
RESPONSABILE DISTRIBUZIONE —eS Ceodpeas e oan

Sigha 1 Fiana

DatA __ 5 l:f-- ( o

(*} Le nuove afiquote distriibulte devono essere identificate con fa letlera C se distribuite per anafisi di
Conferms ¢ con 1a lettera R se distribuite per Ripstizione dallo screening,

Esempio: la seconda aliquota dello stesso campione, diskribuita per Conferma per lo screening 4A verra identificata
con CAA-2 preceduto dal codice di laboratoric del campione.
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SECTION II:
SAMPLE 3511158
CONFIRMATION PROCEDURE
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II.1 Preliminary tests

Please note: The results of the preliminary tests and of the preliminary determinations are
recorded on single forms for all samples belonging to the same batch.

11.1.1 Visual inspection

COLOUR: VISUAL TEST, ACCORDING TO THIS TABLE:

1 LIGHT YELLOW

2 BRIGHT YELLOW

3 DARK YELLOW

4 PINK-BROWN

5 RED

6 OTHER (TO BE SPECIFIED)

SEDIMENT: VISUAL TEST, ACCORDING TO THIS TABLE:

0 ABSENT
+ POOR
++ ABUNDANT

VOLUME: COMPARISON AGAINST A CALIBRATED BOTTLE

21479
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I1.1.2 Preanalysis results forms

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA HiE=" ey
LABORATORIO ANTIDOPING |- FOGLIC DI LAVORO FL{00 d
COMUNICAZICNE RISULTATI EGAM) PRELIMINARL
RIG._PG21 tH
LOTTO (1 ACCETRAZIONE ANEQCD
Kd utizzals [Tfew [T versaPACK @ﬂﬁmmm 3 aLsao,
COLIGE
LABCRATORIQ | YOLUME | COLORE | SEDIMENTI CSSERVAZION
CAMPIONE (A O i) 0 "
tmaé g} ~ 20 M 4} A (O
- /
el <
/
e
FCARIPION! SONO STATI CALLOCATE NEL FRIGO N*: YA A it o2
SOND STATT RISGONT [ 1T PRIGT
é’u/o £3 $1. VEDEHE RAPRORTO FLOD? A% FvC AT

pata__AG CE Zoto

"4} 0 assond, » soar. + + ahondent

OPERATORE, TR

foghas
(") 1 Colong pwln debola o prive & colore; 2 Glalle pagliviine: 3 Gistka souro;4 Rose-krnp, § Fasso: 6 Allio

T M

7
27

LOTTO DI ACCETTAZIONE N*

At

Kit undzzate: [ e I vERSAPACK [ seAuncer [ actro
EOORE
LABORATORIO ‘ml;"lrs cou:m R {=ETER GESERVAZION!
CAMPIONE [A © B} e
44,335 A4 2 o O Lo
- ",-"‘
Lo
-
[ CAMPION SOND STATI COLLOCATI NEL FRIGO & Rl FRRRET
SONG STATT RISEOHTIATT T
\ 3
X o [ §1 . VEDERE RAPPORTQ 61002 kxf acc N .
AU/

DATA; aﬂ?ﬁ‘&j&
£

CPERATORE: \\ @g
gt

o

{*} 1 Colaze molta dabole o privo di colore; 2 Gialle paglenns; 1 Giado scuro:d Rosa-beumn; & Roseo; 6 Allre

{*} 0 agaenl; + scarsl, *+ abbondant

22179
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11.1.3 Preliminary determinations

pH Colorimetric determination

Specific gravity Electronic densimeter

23179
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i.1.4 Preliminary determinations results

Federazione Medico Sportiva (taliana
Laboratorio Antidoping FOGLIO DI LAVORO FLOS4
Verbale di comunicazione risultati preanalisi
Rif. PGO0T Pag. 11
Rev. 3
Lotio di accetiazione : Al 0
Peso Specifico {5.G.) Lettura Osservazioni
Cod. D5003 H,© 2499 L
Intary. Accelt. [0,9995-0,9998]
{IpH (strumentale)} Tampone pH 7. o
Cod: Tampone pH 4.
#pH (cadina) Range cartina ulilizzata:
Cod. | C.O0~ Lo O
Codici Lefture Lefture Codici Letture Letture
Campioni pH 5.G. Campioni pH S.G.
— G
B3R £s e
A {oef 10

Responsabite (o)) (
esecuzione misure pH %2R ﬁm%c t_;.ﬂg o /(3{’

Sigia \ Fima Data
Responsabile . { /
esecuzione misure S.G. — 04 &Mu" Aulos [ Lo

Slgia Y Fuma Data
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TR e
S L
oS : :
T f;;”i%“‘m&@ﬁ:&k Sl e
Verbale di comunicazione risultati preanalisi
‘Rif. PGO01 Pag. 1N
Rev. 3
Lotto di accettazione ; A0E 003
Peso Specifico (5.G.} Lettura QOsservazioni
Cod. DsS003 H,O ©.99%
Interv. Acceti. [0.9985-0,9903]
J.pH (strumentale) { Tampone pH 7. .
Codl: Tampone pH 4.
JpH (cartina) Range cariina utiizzala:
Cod:  |Pucg- o9 S —loe
Codici Letture Letture Codici Lefture Letture
Campioni pH 8.G. Campioni pH 5.G.
GUA R, S el
Responsabile 5
esacuziong misure pH o Lol “5?:: & L';L[ 0
Sieda Firrma Daia
Responsabile
esecuzione misure S.G. S S Q,L,;‘saf::' = L7 ((Q
Sipla Firma Deta
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CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR
ACTIVATOR

(CERA)

CONFIRMATION RESULTS
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{1.2 Confirmation Test Data - IEF

11.2.1 Confirmation procedure IEF Test Description

Initial testing procedure and Confirmation analysis were carried out according to the internal
procedure for Detection of recombinant erythropoietin and analogues. The worksheets are enclosed
in the aliquot chain of custody documentation (worksheet for the initial testing procedure FL119).

A brief description of the method is given below:

e sample preparation (concentration by ultrafiltration), including also the aliquot used for the
stability test in the case of the confirmation of a suspicious sample,

e pre-focusing;

¢ isoelectric focusing;

» first blotting;

¢ incubation with the antiEPO antibody;

+ second blotting;

e incubation with the biotinylated secondary antibody;

e incubation with the streptavidine-peroxidase complex;

¢ covering with the chemiluminescent substrate;

e exposure of the membrane and acquisition of the image by a dedicated digital camera.
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11.2.2 Instruments and instrumental conditions

IEF SYSTEM (INCLUDING THE IMAGE ACQUISITION SYSTEM “epoCAM”) EF 002/003/004

INCUBATOR

SLow MIXER

MAGNETIC SHAKER

FRIDGE

FREEZER

VORTEX

BALANCE

BASCULANT ROTOR REFRIGERATED CENTRIFUGE
FIXED ANGLE (34°) ROTOR CENTRIFUGE

WATER BATH

Operating conditions (for further details please refer to the worksheet FL119):

Prefocusing:
250V

25 mA
25W
time: 30-60 min

Focusing:
2000V

25 mA
25W
4000 Wh

First blotting:
40V

mA adjusted for the gel area
90w
time: 30 min

Second blotting:

35V

mA adjusted for the gel area
40W

time: 10 min

Confirmation procedure analysis: original identification of the lanes on the gel

(“sequence”)
1 rhEPQC and NESP standards (BRNE)
[2] rhEPO and NESP standards (BRNE)
[3] urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
(4] Positive reference sample (Usp Mir)
[5] Negative reference sample (Bur)
[6] urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
[7] Bur Stability test
[8] urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
[9] 10E003 B4433C (3511158) (confirmation)
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[10] urinary EPO standard :NIBSC (UEPQO)
[11] 10EQ03 B4433C (3511158) (stability test)

[12] urinary EPO standard :NIBSC (UEPOQO)
[13] Mircera standard {(Mir)
[14] rhEPQ and NESP standards (BRNE)

2979



Laboratorio Antidoping -FMSI Documentiation Package Sample B code 3511158

11.2.3 Confirmation procedure - Aliquot chain of custody documentation

Worksheet for the confirmation procedure

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL11¢@
. LABORATORIO ANTIDORING
RICERCA DI ERITROPCIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. Mi2031 - Allegato Pag. /10
| Rev, 9
{Data e ora di inizio analisi.  _{(; \ob.l e B2 50 | coc
Lotto di accettazione Codice camploni preparati
Lo E o3 DA 64U DDC 4 S TALI U TIATERT
DA; A
DA: A
DA A
DA . A
DA: A:
DA: Al

A —~ PREPARAZIONE DEL GEL 17 X8 X 0,1CM

1 /"r’ Pesare 14,71 g di urea [R-181 Lottp &&F 1. 1,75 g di saccarosio [R-306 Lotte @0 e
tragferirli in un pallene di reazione da 100 mi posio su un agitatore sletiromagnetico

2,&]’ Aggiungere 14,17 nl di acqua ultrapura e 1,89 ml dj anfofitz 2-4 [R-168 Lot <t ] 1.89mi di

anfolita 4-6 [R-169 Lotto OR2Zy | e 4,74 ml di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lotio 907 |

3 % | Tappare il pallone e collegario-ad una pompa da vuole per 16 min.

4 i | Melfrattempo (durante i 15 minut):

a) detergere le iastre con etanclo assoluta [R-033 Lotto 029 )

b) far aderire I Gelbond alla lasira di supporto ponendovi Fopportuna quantita di acqua
ultrapura

¢} eliminare le eventuali bolle d'aria e facqua in eccesso ponendo sul Gelbond un foglio di
carta da fltro e facendo pressione ¢on un rulio

d) savrapporre la seconda lastra

e} bloccare la lasire con le apposite pinze

5 O |Preparare 'APS sciogliendo in una vial di plastica da 1,5 ml con tappo 100 mg di persolfate
d'ammonio [R-179 lotto <2 in 1 ml di acqua ultrapura e agitands manualments

6 O |Aggiungere 31 pl di TEMED [R-180 Lolto <ei2 ] e 310 ul di APS nel pallone

7 @ {lasciare 30 s In agitazione

§ = | Prelevare la soluzione di gel medianta pipatta & trasferirla rapidamente fra fe due lastre, avendo cura
¢i non generare bolle d'aria

9.0 |Lasciare i gel per almeno tre ore nella camera umida
B— PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

| K| por screening e confermalnon SDS PAGE) a1 A (per la purificazione per immunoaffinita) andare
al F1.162

10/ 7 | Condizionare il campione a temperaiura ambiente e preparare la soluzione Completa portando a
volume con acqua ultrapura in un matraccio da 10 mi 5 tavolelie di Complete ' [R-172 Lotto <82 | &
mescolande mediante agitatore slettromagnetico

11.2f § Prelevare 20 mi dl urina® (k.caso.di pralisviinfoder porare-a-20-micon-TRISHGHS0-rM-FFRISHGT
50 Lattn 1) & trasferidi in una provelta da 50 ml ~re® Wl ol 23 x|
12/1,27 | Aggiungere 400 yil di soluzione Complete (200 pi ogni 10 mi di urina) '

13,87 | Agglingere 2 mi di 1 RISHCI 3,754 [TRISHC] 3.75 Lotio ez, T (1mlogni 10 mt di uring)

1441 g7 | Controltara il pH con delle sirips indicatricl in modo che sia compreso fra 6,8 & 7.8 in caso non risylti
nel range, correggerlo con-fampene-TRISHEHFSM-TFRISHEHS 75— ketto———1— ~ 01t L ealid

18/ & | Centrifugare per 10 rnin nella centrifuga refrigerats a 20°C con rotore basculante 2 3000 rcf

! E' possibite preparre quantith difforeati purehd sestino ivatats le proporzioni,
In caso di urina cllulta e preiavimagnion, prelevane le quanita df Complete ¢ di TRISHCLI, 75 rspeitando { rappert fra | reatiiv]
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{ FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D! LAVORO } FL119
l LABORATORIO ANTIDOPING
L RICERCA D| ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH)
Rif. MP0O31 - Allegale Pag. 2010
Rev, g

16/ j27) Applicare alle provette il componente dellz fitrazions del kit Steriflip, assembizandolo in posizione
verticale

17141 | Ruotare delicatamente di 180° il kit assemblato

1844 | Collegario alla pompa da vuoto per Ia fitragione

1943¢F | Tresferire il filtrato nelle provette amicon UlTa-1E

20/,er"{ Cenfrifugare per 20 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rolore basculante a 3600 rof

21l.e”| Eliminare il fittrato e lavare W fitro riempiendo la parle superiore deila Amicon ultra-15 con TRISHCI
50 mM [TRISHCI 50 Loto(2, ] @ 40Q ! di soluzione Complete (200u! ogni 10 mi di urina)

22/ o | Centrifugare per 20 min nefla centrifuga refrigerata a 20°C con fotore basculants a 3500 ref

2371 | Nel fraltempo lavare le. Amicon uita< con'2 mi g acqua ultrapura ponendole a centrifugare a 5000
7pm per 20 min nelfa centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso.

244 & | Prefevare con una micropipetta dalla parte superiore della Amicon ultra-15 il residuo (circa 120uh) e
trasferirlo nelle Amicon ultra-4 precedentemente lavate {anche se si usa il FL162)

25/L81 | Centrifugare a 6200 rpm per 60 min nelia centrifuga refrigerata a 175C con rolore ad angolo fisso

26/ & [ Misurare il volume di ritentato, trasferirlo In una vial di raccolta e conservare in frigorifero {nel caso si
intenda utifizzare olire (e 24 I, conservare in congefatore a —20°C)

2011 (PER TEST DI STABILITA)

10/11.kz] Centrifugare 0.5 mi di urina per 10 nwn a 20°C con rolore bascutanta a 2700 rof
1141 Lrf Mettere 0,5 mi di sovranatantz in una provelia ficrocon

12/11£21 Aggiungere 20 pl di Pepstatina A € 5 nl di soluzione Complete

13/iLer] Centrifugare -a 6200 rpm per 20 men neiia centrifuga refrigersta a 17°C con rotore ad angolo fisso,
concentrando fino ad un volume approssimativo di 30 ul

14/11 5] Aggiungere 200 ul di tampone acetato 50 mi nel restante campione e mescolare ¢on vortex prima di
capeovolgerio

15/11 7| Capovolgere fa Microcon e centrifugare a 3060 rpm per 10 min nefia centrifuga refrigerata 2 17°C con
rotore ad angolo fisso
16401 &1 Portare it volure del camplone recuperato fino a 0,5 ml con tampone acetato 50 m
17/ G Aggiungere 20 ! di Pepstalina A & 5 gl di soluzione Complate

18/1.21 incubare per 15 2 min & T ambiente

JF197m g1l Aggiungere una miscela di BRE 6 NESP in modo da oftehere una concenirazione pari a 1.5 volte ia
concentrazione usata per gli standard di riferi

imento
2017 Incubare tutta la notte a 37°C
21127 Prendere 20 ul e riscaidarli a 80°C per 3 min
22/l 2 | Andare ai punio 27 e seguire I| procedimento (esclusi i punti 28 & 37)

C -~ FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFCCALIZZAZIONE
278 | Accendere il reftigerante, impostando la temperatura a 8-10°C
28 | Prelevare i campioni trattali dal Trigon
29 y‘ Prelevare il Gelbond e tagliario di lunghezza pari a 16,5 em utiizzando Ia parte pils omogenea o
lasclario tail quale
307 | Posizionarlo sulla piastra del Muiliphor 1T, gf4 bagnata con kerosene [R-171  Loto ol ]

31 )z Rimupvera Peccesso i kerosene con carta da filtro
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RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif, MPQ31 - ARegaio Pag. 3110

I

Rev. 9

2

Preparare la soluzione catodica aggiungendo a 1,8 mi di acqua ultrapura 100 ul &1 soluzione di
anfoliti 6-8 [R-170 Lotio €22 ] & 10 pl di RMET [Lotio ©ST |

3By

Posizienare suj latl pit) lunghi le strips imbevute rispettivamente defla soluzions catodica ed anodica

334

Chiudere il supporio e impastare | seguenti parametri:
Potenziale: 250 V
Corrente: 17 mA {proporzionale alle dimensioni del Gel)
Potenza: 17 W .
Durata; 30 min/ 60min
© nel caso la lunghezza del gel sia pari a 25 cm:
Potenziale: 250 V
Corrente: 25 mA
Potenza: 25 W
Durata: 30 min/ 80min
Completare la seguente tabella con i parametrl di inizio e fine corsa:

[ Potenziale Corrente Potenza Tempo
) {mA} () {min}
oaal 25 s o'
250 o5 iy Go!

350 |Preievare gl standard dal congelatore
36J | Preparare gli standard:
MISCELA BRP NESP 1.2 (BRNE1-2)
Aggiungere 0,32 — 0,16 ng” di BRP [BRP Lotiogse [20,2- 0,15ng"di NESP [NESP Lotto oy ]
MISCELA BRP NIBSC (ERNIB)
Aggiungere 0,16 ng® di BRP [BRP Lotto ] 2 0.0025 ng® di NIBSC INIBSC Lotto ]
MISCELA NESP NIBSG (NENIB)
Aggiungere 0,15 ng® di NESP [NESP Lotto 12 0,0025” ng di NIBSC [NIBSC Lotto |
SOLUZIONE NIBSG 0,02U1 - 0,04U1 (NIBSCA1- 2)
Prelevare dalla soluzione standard [NIBSC Lotio €24 1 10-20 ul, in modo tale da ottenere una
soluzione da 0,02.0,04 Ul
SOLUZIONE MIRCERA {MIR}
Prelevare 20 ul dafla soluzione standard di Mircera  [MIR lLotto s )
SOLUZIONE Dynepo (Dyn)
Prelevare 20 i dalla soluzione standard di D nepo  [Dyn Lotto ]
37an {Scaldare i campioni a 87 °C per § min 3?b,ia’ aggiungere quantitad sufficiente di urea poco
a poco fino a saturazione andere a punie 39
38¢1 | Immergere i campioni precedentemiente scaldati, nel bagno relnigerante per30s
394" | Aggiungere: -ai campioni il 10% di Suriacts-amps 80 {Tween 80} [R-160 Latto Ot ] per volumne di

ritentato

-agli standard (eccelto Mircera) aggiungere 2,2 ul di Surfacts-amps 80 {Tween 80) [R-
166 Lottomal  Jogni 20 u!

1 U= Brg. B consentito variare k quoaniitd pureha ta concentraziona raggiunta nen supeli qualla enzrispondenta a 3 vola fl LOD
E' consentile variare # volume o RMET purche il fapporto fra il volume delfa soluzione df nnfolili 6.8 e Huelio tolale estl invarlata,
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAYORO

LABORATORIO ANTIDOPING

FL119

RICERCA Di ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!

Rif, MP031 - Allegato Pag. 4110
Rev, g
FocaLizzaZiONE
4080 | Aprire il supporio e posizionare le strips portacamplont {0 zpplicalor a pozzetto) datla parte del
catodo nel numero corrispondents af camploni ed agh standard
410 {Prelevare i campioni e gli standard e posfzionarff sulle strips™ secondo il seguenta schema:

BRNIB
NENIB
Dyn®
MR
MIBSC (1o 2) .
BRNE {10 2)
Bur®
USPreEPO®
CAMPION!
BRNE (1 0 2}
NENIS
BRNIB

Oppure nel caso la lunghezza del gel sia pari a 25 cm:
NIBSC (102}
BRNE(102)
Bur®
USPrERQ®
CAMPION]
BRNE (102}
CAMPIONI
BRNE (10 2)
CAMPIONI
NIBSC (102}
BRNE (10 2)
MIBSC (102)
Dyn®
MiIR

Compilare 1a tabslla seguente in base alla sequenza di caricamento:
Posizione Campigne Volume di ritentato ()

1 T e (A A

2 Bre 4+ pzse L 10

3 VRS 2

4 USP Mg e

Y Bur 2.

] AR QA

g RR TR — L -

8 RGeS 2

¢ Quaniitalivo massiro per ogel slrip/pozzetto: 20 pt; in caso i volumi superion, sovmapotre ur'altsa stip & ripeters Foperazione, L2
Ecsxzione degli standard pud anche assera variata, purché | campioni restine in posizions cantrale, La sequenza descriila & ineioativa,
I BUR & cbbligatorio soko in sede di cenferma; in base zlla sostanza da confenmare sard implegata la USI corispondente; in sode di

| sereening & possibile omellers: la resenza dallo standard di Dyrepo.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA
LABORATORIO ANTIDOFING

FOGLIO DI LAVORO

FL11S

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE £ ANALOGHI

Rif. MPO31 - Allegato Pag. 510
f Rev. 9
9 Aefonn b WRRE o)
10 A S Qey
i AOECoR BLUER SR 40
1 LN o
13 MR 2o
:g BAP FMNES b fofoem
16 . "'"""——-M_?
17 e
18 P ]
19
2+
5y | T
22 T
23 -~
24 /
25 \
%6 S
27 e
28 = [ e S
29
30
42@ | Childere il supporto e impostara i seguenti parametri:
Potenziale; 2000 Vv
Corrente; 17 mA
Patenza: 17 W
Potenziale per ara: 3800 Vh
O nel ¢caso Ia lunghezza del gel sia pari a 25 ey,
Potenziale: 2000 v
Corrente: 25 mA
Potenza; 26 W
Potenziale per ora; 4000 Vh
Completare la seguente tabelia con | parametd di inizio e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Potenziale per ora Tempo
\] {(mA) W) (Vi) (mim)
203 2D g A o
iSE{ i$. ¥ 25 Qe a5
437 | Tagliare due rettangoli di Durapore & lmmobilon P e 16 rettangoli di carta da filtro® o simile delle
dimensioni di § (esalti) x 16,5 cm. Nel caso fa lunghezza del gel sia pari'a 25 ¢m, le dimansioni sono
8x22,5 cm. B
44,7 | Preparare GLI-TRIS agglungendo a 7,21 ¢ di Glicina [R-164 Lotio @2 ] 1,51g df Trizmabase R~
167 Lotlo Ceq }e porlando a volume con acqua ultrapurz in un matraccio da 500 ml,
4581 | Quando il potenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare tre vaschette delle dimension di 25 X 25
- x 8h em contenenti rispettivamente metanolo [R-038  Lotto®€13 1, acqua ultrapura e GLI-TRIS

G B . .
" & consantito variare il numero dei fogli @ seconda dello spessore delia carta
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FEDERAZIONE MEDICO SRORTIVA ITALIANA R FOGLIO DI LAVORO FL119
LA‘BQRATOR!Q_;}NTI&OPING
RICERCA Di ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALGGHI
Rif. MPO31 - Allegato Pag. 6/10

Reav, 9

46 " [ lImmergere un retiangolo della Immobilon P nella vaschelta contenente metanolo per 1 minuto,
quindf immergerla in quella contenente acqua per 2 minuli e quindi In quelia contenente GLI-TRIS
| Jper aimeno 20 minuli & posizienarla sullo Slow mixer.

| [47 7 | Immergere un rettangolo detla Durapore nella vaschetla contenente GLI-TRIS per almenoc 20 minuti
e posizionaria sullo Slow mixer.

' 4@% Quando la corsa eletirpforetica € a circa 3500Vh nel caso lunghezza del gel siaparia 16,5 cm o

3900Vh nel caso la [unghezza sia pari a 25 cm, appoggiare ai bordi defla vaschetta contenente GLI-
TRIS i faglt di carta da filire in due pacchetti da quattro ciascuno®, in made tale che si imbevano di
soluzione per capillarita.

| |49 Prokmgare 1a corsa
Slo NO ) Drandare al punto 50

Al termine della corsa {3800Vh nel caso lunghezza del gel sia pari
a 16,5 ¢ o 4000Vh nel caso la lunghezza sia pari a 25 em),
impostare i sequent! parametri per 10-15 minuli max:

Paotenziale; 2500 vV
Corrente! 17 mA
Potenza: 34 W
Potenziale per ora: 500 Vh
O nel case ta lunghezza del gel sia pari a 25 cm:
Potenziate: 2500 V
Carrente: 25 mA
Potenza: 80 W
Potenziale per ora: 500 Vh

Caompletare la seguente taballa con | parametri di inizio & fine
corsa:

Potenziale | Corrente |Polenza| Potenziale per ora | Tempo
V) {mA) {W) {Vh} {min)

502" | Esequire il controllo visivo per verificare M'uniformitz della migrazione del rosso metile e se possibile
fotografare it gel

D - PRIMO BLOTTING

§1u [E possibile immergere il gel'in una vaschetla contenenie Gi-Tris 2 (preparata di fresco pesando |
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina & portando a un volume pari a 5¢0m! con acqua ultrapura)

521 | Posizionare il Getbond sul fim remover ¢ tagliarlo in modo che 1a larghezza sia esaliaments & om &
lalunghezza 16 5cm ¢ 22,5 em.

5320 |Prelevare dalla vaschetta il reftangolo della Durapore e sovrapporlo rapidamente al Gal e
analogamente sovrapporvi il rettangolo della Immobilon P e quindi un pacchetto ¢i carta da filtro
preievati dalle vaschette.

r54_12’ Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare le bolle
d'aria.

552 | Capovolgere l'insfeme (pacchetto, Immobilon B, Durapore e gel) sulla piastra Mulliphor 11

56 % |Rimuovers il gel dal Gelbond e sovrapporvi rapidamente il secondo pacchetio di carta da filro

572 |Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rulld, per eliminare le bolie
d'aria.
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o FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
Lasongrpm'o ANTIDOPING .
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif, MP031 - Allegato Pag. 710
Rev. 9

56 | Chiudere it supporto e impostace | seguenti parametri:

Patenziale: 40 V
Corrente: Area del gel
Potenza: 90 W
Duraia: 30 min

! Completare la sequente tabella con i parametri di inizio e fine corsa:

Potanziala Corrente Patenza Tempo
04 {mA) (W) (min)
D v A o
21 1% 2 B!
gg /r/ Preparare PBS e DTT.

PBS
Portare a volume con acqua ultrapura in un mafraccio da 1000 mi 5 tavolette di {ampcne fosfato

salino {R-165 Lottoon® ). Mescolare mediante agitatore eletiromagnetico,

DTT

Portare a volume con PBS in un matragcio da 250 ml 192,8 mg ditiofreitoic [R-182 Lolto o2y |
Tale soluzivne deve essere utilizzata entro trenta minuti dala preparazione, causa ossidazione.

60 | Al termine della migrazione, dopo aver aperto if supporto

Mettere in una vaschetta da 30x 15 x 8 cm 250 mi di DTT e immergervi il rettangolo di Immoebiion P
(1P .

611x | Posizionare la vaschelta per 60 minub in Incubaiors a 37°C.

622 | Preparare ie soluzioni LFM

LFM 5%

Portare a volume con PBS in un matracelo da 250 mi 12,5 g di lalle in polvere a bassi grassi
{R~178 Lotto e23 |. Agliare con agitatore magnelico.

LFM 1%
Portare a volume ¢on PBS in un matraceio da 160 ml 1 g di latte In poivere a bassi grassi

[R-178 Lotto p%7. | Agilzre con agitatore magnetico.

638 [Lavare 1a IP1 con FBS, meltere in una vaschetla da 30% 15 x 8 om 350 i i LFM 5% e immergervi

il retiangolo di 1Pt

84,41 | Posizionare la vaschetta sullo Siow mixer par 60 min

65,6 |Lavare 1aIP1 con PBS

867 |Preparare fa soluzions Glone AE7EA

Aggiungers 40 pf’ di anticorpo antiepo [R-173  Lotto&®R ] a 40 mi di LEM 1%

67 (lz’ Metltere In una vaschetta di vetro da 17% 8 om {dimensloni interne-oppure da 25x 13 ¢m in caso di
gel da 25 ¢m) 40 mi.di soluzione Clone AE75A & immergervi fa 1P

68 /d Posizionare la vaschetta sufllo Slow mixer par 80 min: in caso di tempi superlori, porre o Slow mixer
l in frigorifero (in questultimo caso dopo aver tolta [a vaschetta dai frigerifero lasciarta ad agitare

sl Slow mixer a T ambiente par circa 20 min)

" Nel caso di vasehette di dimensioni Interna: 25x 13 om, cansidetare un volume totale di 50 mi e quindi variate oppartunaments lg
propotzioni fra i reattivi,
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
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_RICERCA DI ERITROCPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH]!

Rif. MP0O31 - Allegatn Pag. 8/10
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693 Preparare le soluzion:
-PBS

-LFM 0,5%

Portare a volume con P8S in un matraccio da 2000 ml 10 g di latle in pelvere a bassi grassi

[R-178 Lotta O&% | Agitace con agitatore rmagnetico,

250 mi di:

ALFM 5% .

& INK-aggiungere 250 qd di Indian ink [R-177 Lotto 12 250 ml di LFM 5% precedentemente
preparato

70" |Lavare in una vaschetia da 30x 15 x 8 cm la IPtcon Ta soluzions LEM 0,5%, ponendola sullo Slow.
mixer per 1 minuto

f?1 5 | Efetluare tale lavaggio per altre tre voite ponendo la vaschetta sullo Slow fmixer per 10 minuli

E - SECONDO BLOTTING

727 | Preparare l'agido acetico 0, 7%
Portare 2 volung(ion acqua ultrapura in un matraccio da 500 mi 3,6 mi di acido acelico

) [R-003 Lotto 1-

¢ | 735 |Preparare tre vaschetie della dimensioni di 25 x 25 x 8h cm contenent] rispettivamente metanclo,

acquta uirapura e acido acetico 0,7%

| 743" {Immergere un retfangofo della Immobiion P nelia vaschetla contenante metanolo

[R-038 Lo#to $5%2 1 per 1 minuto, quingi immergeria in quella contenente acqua per 2 minuti &

quindi in guella conterente acido acetico 0,7% per aimeno 20 minuti

750 [hmmsrgere un rettangolo dslla Durapare nella vaschetta comtenente acide acetico alie 0.7% per

almenc 20 minuti.

767 | S minuli prima o utilizzar, appoggiare i bord: dslla vaschetta contenents acidg acetico 0,7% i fogh di

cana da filtro o simile in due pacchetti da quattyo ciaseuno®, In modo tafe che sl imbevano di soluzione

per capillarita

77 |Sulla piastra del Nova Blot posizionare it paccheito da quatlro fogli di carta da filtro

784 |Lavare laiP1 con PBS & sovrapporla rapidamente al pacehetto

790 [ Sovrapporre rapidaments la Durapore

801 |Sovrappore rapidaments Ia Immcbilon P {al termnine defia corsa nominata 223

811 | Sovrapporre rapidaments Jl pacchetto da quatiro foglf di cartz da filrg®

8234 [ Sovrapparre quindi un reltangolo di parafilm, fzcendo pressione con un rullo, per eliminare le bolle

d'aria.

[ 831 |Chiudere il supporto e impostare | seguenti parametri:

‘Potenziale; 35 v

Potenza: 40 W

Corremte: 0,8 mA x Area del gef

i Durata: 10 min

Completare {a seguenie tabeila con i paramatri di inizio ¢ fine corsa:

Patenziale (V) Corrente (mA) Potenza (W) Tempo(min)
: A £

L 2 pEe x ey

37
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA [TALIANA FOGLIO DI LAYORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITRCPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH:
Rif. MP031 - Allegato Pag. 9/10
i Rev, 9

84 |5i¢& interrotta I'analisi alfincubazione con Fanticorpo primaria

sl NO [¥andare al punto 85
Preparare [a soluzione LFM 1%

Porlare a volume con PBS in un matracclo ¢a
100 mil 1 g di lalte in polvere a bassi grassi [R-
178 Lotio ]. Agitare eon agitatore
magnetico, N

85% | Al termine della seconda migrazions aprire it supporto, prelevare i rettangolo di IP2 & immergerio in
una vaschetta da 30x 15 x § om 250 ml di £FM 5% (cppure INK): immergere la IP1 in una vaschella
contenente PBS e conservarla in frigo fino al termine dell'analisi,

885  |Posizionare la vaschelta sullc Slow mixer per 60 min.
877 [lLavare lalP2 con PBS
887 i Preparare ANTH IgG

Aggiungere: )
7526 " di anticorpo segnato con la biotina Pierce [R-175 Lotto & 8 ] 240 mldi LFMt 1%
010 pl" di anticorpo segnato con la biotina Paris [R-175 Lotto la40midi LFM 1%

[ 892" |Mettere in una vaschetta dj vetro da 17x 8 cm (dimension| interne-opp. da 25x13 In casc di gel da 25
cm} 40 mi di sofuzione ANTI IgG e immergervi 12 1P2

90 |Posizionare ia vaschetta sulle Slaw mixer per 80 min, in caso di tempi supericn posizionars lo Slow
mixer in frigo {in quesi’ultimo case dopo aver tolto la vaschetta dai frigorifero lasciarla lasciaria ad
agitare sulio Slow mixer a T ambiente per circa 20 min)

90 |Preparare le soluzion
PBS

fa soluzione LEM 0,5%

Portare a volume ¢on PBS in un matraccic da 2000 mi 10 g di latte in polvere a bassi grassi

" [R-178 Lotte O | Agilare con agitators magnetico.

92 |lavare In una vascheita da 30% 15 X 8 o 13 IP2 con 1a soluzione LEM 0,5%, ponendoia sullo Siow
mixer per 1 minuto

932" | Ripetere tale lavaggio alire due volie

94 px Effetivare e lavaggio per alire tre volte ponendo Ia vaschetta sullo Slow Mixer per 12 minuti,

9853 |51 ¢ interrolta 'analisi ali'incubazione con Fanticorpo secondario:

SLe NG D andare al punto 96

Preparare la soluzione LFM 1%:

Portare a volume con P8BS in un matraccio da
100 mi 1 g di latte in poivere a bassi grassi
{R-178 Lotto¥2¢. ). Agitare con agitatore
magnetico.

96#  |Preparare la soluzione Perossidasi

&' Aggiungere 150 P di streplavidina perossidasi Pierce [R+174 Lotto w8 Ja 40 mi di LFM 1%
U Agglungere 20 ul’ di streptavidina perossidasi Biospa [R-174 Lotto Ja 40 midi LFM 1%
974 |LavarelalP2 con PES

58 | Meltere in una vaschelta di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne-opp. da 25x13 in caso di gel da 25
cm) 40 mi di soluzione Perossidasi e immergervi la IP2

9.0 Posizionare la vascheidta sullo Slow Mixer per almeno un‘ora

100 | Lavare In una vaschetta da 30x 15 x 8 om la 1P2 con ia soluzione PBS, ponendola sullo Slow Mixer
per 1 minuto

101 | Ripetere tale lavaggio per alire due volte

102 | Effettuare tale lavaggio per alire ire volte ponendo la vaschetta sullo S fow Mixar per 10 minuti
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I FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D! LAVORO FL119
LABORATORIC ANTIDOFING

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MP031 - Allegato Pag. 10110
.- '

Rev, ]

¢ e}

| [103%" [Preparare

[ subito prima di utilizzarla la soluzicne Covalight, mescolando uguali volumi (15 mi + 15 ml)* delle
due soluzioni West Pico Plerce [R-176 Lotte  C2 X

0t 10 minuti prima del suo utilizzo 1a soluzione Covalight, conservandola al buig aggiungendo 25

gocce di CovB [R-176 B Lotto 1in 25 midi CovA [R-176 A Lotio F.

] 1042~ | Mettere in una vaschetia di vetro da 17x & cm {dimensioni interne-oppure da 25x 13 In ¢aso di get da
25 cm) fa soluzione Covalight preparata al punto precedanie e immergervi la IP2

f 105er | Agitare [a vaschelita per qualche secondo

F - RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA
| (10667 Pasizionare Ia IP2 nel rivelatore. |

| 1074 Esporlaper. O1minuto o5 minutl 0 10 minut S5 minuti 30 minuti |

Si sono verificate non conformita durante Io svolgimento della procedura ?
BT NG &1 81 vedere Rapporto FLOB3 N°

r—bperatore Sigia e Firma Data Operazioni eseguite

=3 & "__Q“—.c;_ﬂ:a:‘“_: Al 1o da punto f{ | a punto [al « dec cofile 2ofu
TR, Soatch: o7 AS [ (o da punto RY¥] & punto (]« .2: 1% < 22]F

S Qe bl o A e o da punto [€3] a punto |_dcs.

dapunto{ Japunto [ ]
dapuntc[ Japunto [ ]
dapunio[ Japunto [ }
dapunto| Japunto { |
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/1.2.4 Confirmation Test Results

Gel images and data of positive control standards (BRNE and Mir), negative control
standard (NIBSC), sample internal laboratory code 10E003 B4433 (including the
stability test), positive reference sample (USPMir) and negative reference sample
(Bur) (including the stability test)).

TOTAL IMAGE OF THE GEL
THE RECTANGLE INDICATES THE AREA SELECTED FOR PROCESSING THE DENSITOMETRY DATA

[ GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES

GASepo Analysis Report epe
Session: Analysis 100616-30min cam if 2410-06-16 Laboratory: F.M.S.L- Laboratorio Antidoping Roma
Image Fils: 106616-30min cam.Aif Date of Analysis: 16062010
Operator: 1205
tiero. | f2 ero-| [T - 1= I 9. 106003 | 1 [ae. peond] [ . fis ero+
wEsP | |izuero | |auspmr || s.ew || 6.uepo |[7Bursan| | o uepo || Budic |[10.uero] |B4ua3sme| | 12ero| | rawe | | hese
uow || osm || som | | mow || osow || ziam || esw || oe7w || ssaw || 2sam [ were | |i2eam | [woow | | soew
| 5% 59.55__'! 5% qu._g:___h e || eew |[ 7os% || ers |[ oy M am || eosw
i

4079
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PosITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP STANDARDS (BRNE)

GASepo Analysis Report epe

Laboratory: FM.S.0.. Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 1606/2010

Session: Anatysis 100616.36min com.tif 2010-06-16
Image File: 100616.30min cam.tif

Qperator: 12.05 |
5% Volume v'r.‘llln‘tf :
o
| AE TR (el HIE
| 4 195 | w3s e z|_ 0 TR ,: :37
] WA 1My 2Eoese | M 23 A 11“11,0 38
3 19 [ x| w7 7| ¥ETe7 66 [isaase) )
i 12 | iead meps | 2 i J0BLTH | 9isn2 | 3
. d 7 AT R ks (MeE s | 0E
! » HF laETE | s [ on7 | [AaidGe | akiknie 1A
| B 2170 [ #@is ] (sTEE [ # 282 216608 | Bhiidep | BA%
| “ g ?.ZI B wrg | & 2:5 mwz wnw_i.q 15?(9
| o 224 [ s ldsa 7 W7 YS0R0AB | edin 583
il
o (D |

| NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO STANDARD :NIBSC (UEPO)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16
Image File: 100616-30min cam.tif

Laboratory: £.M.5.2.. Laboraterio Antidoping Roma
Date of Analysis: 1606/2010

Operator: 12.05
3 VEPCH Lane #3; uEPQO
= | [
1 5 Hags [E L E EREE A 53
‘ 4 zu m A R |2 LT E A ]
b 3 o i [oeEEs |27 120 (23837 | Ses0, a3
| H BT 424 1esEml 28 W5 (oTe0d | DEESTO | a00
' i 8 @3 36 26| W I647402 (16657000 | 79
“ n 205 s dzs | % 1827 1964818 |dMB0EZ0| | 055
et B 22 197 amEm | #d 20 zaimesd ASEXAD  1@mO
- T 206 247 aogres [ 5 215 | 1OTHT.0R | FIRAROS0 gih
[ 3 ] i 210 Uz |Zeml [T [ E | 10131 | adTise) [ as
| r 283 1 25000 131600, | 5 60 | ST | 20063 254
“r | GEED A 250 U lmige om0 e (%6epl Mewz2 | s
Rl n B 214 =2 (m» | M TR AT T as
- u c w6 (2885 DA M 0. [ GGEL | De25eR 40
2 [ 186 IHE | T2A5 " 315 45380 | 255024 10 i
o !
- ¥
- | ED
|
il

W sesersoaar I8
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POSITIVE CONTROL: MIRCERA (MIR) o )
GASepo Analysis Report
Session: Analysis 106616-30min com.uf 2010.06-16 Laboratory: F.8.S.L- Lebotatorio A
tmage File: 100616-30min cam.if Date of Andys:s 15105:291:1
Operator: 12.65
o
100,0% /
.
— 4 BT nsmb 57 e i iﬁ'f!?r‘r E=1
il ._IT N FEMHMEL.EKZ!MIF.H,
58 &3 20 [ViTiss] | u4am0id 49
3 Ay w3 mzs_m 4'3 45 s0sGE4 | Wewnma | 0@
F: 2037 L eonl vmEEE | 42 55 [seanso) @ STERN %08
i 48 Tix 6658 | 13 74 [ia50]  ezoers %3
Lo T

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Lab y: £ M.5).- Loboratorio A g Roma |
Wmage Fik: 100616-30min cam.tf ate of Analysis 1m1ﬂ
Operator: 12,05 !
8. 105003 BH3C lane #9. 105003 1442
S IS T

i 113 1087 2 s ? e |

10 186 t3,§ s B 2 ms.m 216H067 69

9 W4 A e | 23 (706 (o0ase | BLEEMG | | 268

8 198 | W s o2 30 129613 sRe | =8

i 180 | a5 (761288 | B3 4| 1 6] (i8R0 LIRS

[ 208 | 858 | HEM B 5¢ | Twm i [wmaEkTe T 1000 |

3 188 | BTa 3Tiad . 6 67 imAnT i 201

4 215 | [ fe7 s02m [ 18 R b T e ] 13

3 212 [wig| [mos || 19 W5 [ arsing o

2 s w2 129 7 (43 | seae 17

i 27 =05 1815 | B0 [Eess 25

Lk a 243 amp w8 Cri RO~ TF an

[} B3 Tm g o w3 25

L 195 [ EEG zE2 | 46 20 [H8a2 1

i 174 |4y [ 8 6 4 [ WTan 14

. Wz faaz (gbeal [ [T [T L

A o ! a7 [ eed | w2 206" | 201,08 o

B g | ap | 1A 4 X0 e a7

c 23 |y 2088 18 e TN T o1

D 23 | dop | me = N2 A7 [ X20s 01

4279
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SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433: STABILITY TEST |

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100616-30mén cam.tif 2010.06-16 Laboratory: F.M.8.1- Laborstoric Anfidoping Roma

| wmoge File: 100616:30min cam.tif Date of Analysis: 16/06/2010
Operator: 12.05

1. 108003 B44335tab

f.ape #1171 10E003 B44338tab

4 T e feade! [T T .
1707 kS eorel |14 15t ; 4741545 158
5 13137 [4dtide Ee) mid #3

POSITIVE REFERENCE SAMPLE (USPMIR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Loboratery: F.M.51- Laborotosio Antidoping Roma
Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 160672010
Cparator: 1205
2T [ ewvew ]
g
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1 80 §,1 0 465333 |7 5077 g16E40. | EMRE0 151

5 384 0540 [mesi 3T W0 (el [Iann 0 L]

5 1o e leomEez |16 787 vesrEs | SEAGTSD| | n

a 1757 Tmal 284 |7 B Ths0 FEEED| s

3 FgT Dz Fsger e G0 [EEes] FasETS L1

2 20000 [ MvsD TEROR | M 2 |aEna | BAdeRd 6 1]

1 200 30 a0 L 20 1837 574120} [ sdisig HBo
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o 154 M2 BT [ 314 (205835 TTEEDZ a3
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" NEGATIVE REFERENCE SAMPLE(BURY)

GASepo Analysis Report

Session: Anofysis 100616-30min cam.tif 2010-66.16 Laborstory: F.M.5.1.- Lnborntorio Aniddoping Roma

Image File: $00616.30min cam.tif Date of Analysis: 16M6/2019
Opem?::. Rr—— 12.05
__sew |

B'W' ‘.fnlume Vr:lumo

= _'“"_'If e 4 H3 il [7s 130 [ 1 J

| 3 67 1;21 17 ¥t [106853) | 343172 15.4

b 627 12 15 i34 (500385 | TveadEd 415

1 184 1565 13 15| 1165288 [ 13770140 735

o 162 1781 15 178 1216387 | 1GEMM00 213

B 185 || 1934 13 103" | {16685,72 | 18734680 | 100

T 1577 [ 284 ] 200 1150355 sprdln) | 813

3 160 | e 11 7% |\ r5is87 §ioiTsn0) | %9

r 6.1 2442 2 29 | 781629 | 7ii7esd o

A 59 232 12 73 [ansn] | 4soed %8

: B %62 | 2001 12 Ze | 242493 | 3184048 178

| [ 148 265 |24 100 [ 208 [z | 1a7se3 iz

v} 17 g w3 ou m emm | 75162 ip

NEGATIVE REFERENCE SAMPLE (BUR) : STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-20min com 1if 2010.96.16 Laboratory: FM.S1- Laboratorio Antidoping Roma

tmage File: 100616-30min cam.tif Date of Anafysis: 16062010

Operalor: 12.05
7. Bur Stap {ane r Stab

2.5% - Valu & >
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I1.2.5 Test Validity Data

The validity of the test is evaluated according to the WADA technical document

TD2009EPO.
Sensitivity performance verification is demonstrated by the positive and negative control

within the entire gel.

45/79
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11.2.6 Confirmation IEF conclusions

Sample code 10E003 B4433 shows an IEF profile compatible with presence of
CERA, but the WADA criteria for reference standards were not completely fulfilled,
so we decided, according to our internal procedures, to perform a new IEF analysis.
A SDS-PAGE analysis was also performed in parallel to obtain “additional
evidence”.

46/79
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1.2.7 Second Confirmation procedure - Aliquot chain of custody
documentation

Worksheet for the second confirmation procedure

FEDER;;&-:;;I;-I\}IEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
| L ABORATORIQ ANTIDOPING - - ”
[ RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH]
Rif. MPQ31 - Allegato Pag. 110
Rev. .,9.. ]

[Dsta € ora di inizio analisi S | Tlin  AD.O% |

Lotto df accettazione Codice campioni preparatl
WOE 802, PARWBRCt Salk o &
DA, A
DA; A
' ' DA: A
- DA . A
DA: A
T DA: A;

A — PREPARAZIONE DEL GEL 17 X8 X 0,1CM

1 g |Pesare 14,71 g di urea [R-1817 Lotto C#® |}, 1,76 g di saccarosio [R-306 Lotte ©o3 e

trasferirli in un patione di reazione da 100 mi poste su un agitatore elettromagnetico
2 5 |Aggiungere 14,17 mi di acqua ultrapura e 1,89 mi di anfolita 2-4 [R-168 Lofto o2 } 1,89ml di
anfolita 4-6 [R-189 Lotto ¢ 1e 4.74 mil di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lotto G0» |
3.4 | Tappare ii pailone e collegario ad una pompa da vuoto per 15 min.
4 1 | Nel fraltempo (durante i 15 minuti):
a} detergere le lastre con etanolo assoluto {R-033 Lolto ©2ny )

b) far aderire it Gelbond alla lastra di supporta penendovi Fopportuna quantity di acqua
ultrapura

¢} eliminare le eventuali bolie d'arfa e F'acqua in eccesso panendo sul Gelbond un foglio di
cana da-filiro e facendo prassione con un rullo

d) sovrapporre ia seconda lasira
e) bloccare Ie lastre con le appostle pinze

5.9 |Preparare I'APS sciogliendo in una vial di plastica dz 1,5 ml con tappo 100 mg di persolfato
d'ammonio [R-178 [otlo€kx } in 1 mil i acqua ultrapura & agitando manualmente

6 o |Aggiungere 31 i di TEMED [R-180 Lotto &% | e 310 ul di APS nal pafione
7 o " |Lasciare 30 s in agitazione

8 g~ | Prelevare la soluzione di gel mediante pipeita e rasferirla rapidamente fra le due lastre, avendo cura
dl non generare holle d'arla

9 4+ {Lasciare il gel per aimeno tre ore nella camera umida

B— PREPARAZIONE DEL CGAMPIONE

| /P'I per screening e conferma(non SDS PAGE) [ [ A (per fa purificazione per immunoaifinitad) andare
al FL162

10/ 77" Condizionare il campione a temperatura ambiente e preparare la soluzione Compiete portando &
volume con acqua utcapura in Un matraceio da 10 mi § tavolefte di Complete "[R-172 Lotto 059 ] e
rmascofando medianta agitatore elefromagnetico

11/ "} Prelevare 20 mi di urina” {in caso di prelievi inferiorf, portare 2 20 ml con TRISHCI 50 mi [TRISHCI
50 Lotte U3 ) e trasferidi in una grovetta da 50 ml .
12/ 2} Aggiungere 400 pl di soluzione Comptete (200 ul ognl 10 mi di urlna)

137157 | Aggiungere 2 mi di TRISHC! 3,75M [TRISHC13.75 Lotto oy 1 (1Tmt ogni 10 ml di urina)

14¢ 2t | Controllare il pH con delle strips indicatrici in modo che sia compreso fra 6,8 e 7,9; in ¢aso non fisull
nel range, cerreggerlo eap lampone TRISHGHSM-FRISHEH 7S totto~——}- t§ £ 17 1w
184 Centrifugare per 10 min nalla cenlrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3000 rcf

' " possibila preparare quantits diffiersnti purché restino invariate le preporzioni.
7 In'cago di usna dilsila & prelievi mapgior. prelevare le quantits di Gomplete & di TRISHCL3.75 rispetiando i rappori fra | reattivi,
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FEDERAZIONE MEDICO SPORFIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
L ABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA D! ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH
Rif. MP031 - Aliegato Pag. 210
I Revw. ¢]

(16!l 71 | Applicare alle provelie I componente della fitrazione del kit Steriflip, assemblandolo in posizione
verticale

17141 | Ruotare delicatamente di 180° il Kit assernblato

181y | Collegario alla pompa da vuoto per a filtrazione

(Ton g | Trasterire il filirato nelle provelte amicon uftra-15

201141 | Centrifugare per 20 min nefla centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3600 rcf

21444 | Eliminare il filtrato e lavare il filtro riempiendo |z parte superiore della Amicon ultra-15 con TRISHCI
50 mM [TRISHCI 50 Lotto 1»"2 | e 400 pl di soluzione Complete (200ul ogni 10 mi di urina)
22117 | Centrifugare per 20 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 rof

2341 { Nel frattempo lavare le Amicon ultra-4 con 2 mi di acqua ultrapura ponendole a centrifugare a 5000
tpm per 20 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rofore ad angole fisso.

24/ ¥ | Prelevare con una micropipetta dalia parte superiore defla Amicon uitra-15 il residuo (cirea 120p1) 8
trasferirlo nelle Amicon ulira-4 precedentemente lavate (anche se si usa il FL162)

251 7 | Cenirifugare a 6200 rpm per 60 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisse

26118 | Misurare il volume di ritentato, trasferirlo in una vial di raccolta e conservare in frigorifero (nel caso si
intenda utilizzare oltre le 24 h, conservare in congelatore a —20°C})

@"II {PER TEST DI STABILITA)

1041 A1§ Centrifugare 0.6 ml di urina per 10 min a 20°G con ratore basculante a 2700 ref

1141 & Meltera 0,5 ml di sovranatante in una provetta Microcon

12f1 Jaf_ Aggiungere 20 ul di Pepstatina A e 5 wl di soluzione Complete

13fil &1 | Centrifugare a 6200 rpm per 20 min nelle centrifuga refrigerata 2 17°C con rotore ad angolo fisso,
concentrando fino ad un volume approssimativo di 30 pl

14/1t f} Aggiungare 200 pl di tampone acetato 50 mM nel restanle campione e mescolare con vartex prima di
capovolgerio
1511 & | Capovolgere la Microcon e centrifugare a 3000 rpm per 10 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con
| rotore ad angolo fisso

16/ A1 } Portare il volume dei campione recuperato fino a 0,5 mi con tampone acetato 50 mM

1741 "'d, Aggiungere 20 pl di Pepstatina A e 5 pl di soluzione Complete
18/11.41] tnoubare per 15 + 2 min a T ambiente

{1971 o} Aggiungere una miscela di BRP e NESP in modo da ottenere una concenirazione pari-a 1.5 volte la
concentrazione usata per gli standard di riferimento

20/ [7} incubare iutta la notte a 37°C
2110 | Prendere 20 i e riscaidarli a 80°C per 3 min
22/l (1} Andare al punto 27 e seguire il procedimento {esclusi | punti 28 e 37)

C -~ FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE

27 ¥ | Accendere il refrigefante, impostando la temperatura a 8-10°C
28 7" |Prelevare i campioni trattatl dal frigo

29  |Prelevare il Gelbond e tagliarlo di lunghezza pari a 16,5 cm utilizzando la parle piu omogenea o
lasclarlo tal quale

30;«;;‘ Posizlonario sulla piastra del Multiphor I, gia bagnata con kerosene [R-171 Lottoery? |
31 Vil Rimuovere 'eccesso di kerosene con carla da fitro
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324 | Preparare la soluzione catodica aggiungendo 3 1,9 mi di acqua uitrapura 100 pf di soluzione di
anfoliti 6-8 {R-170 Lotto =3 ] & 10 pl 0i RMET [Lotto coz |}
33.¢f | Posizionare sui all plt Junghi je strips imbevute rispetfivamenie della soluzione catodica ed anodica
345" | Chiudere il supporto e impostare | seguenti parametr:
Potenziale; 250 V
Corrente: 17 mA {proporzionale alte dimensioni det Gel)
Potenza: 17W )
Durata: 30 min/ 60min
O nel caso la lunghezza del gel sia pari & 25 cm:
Potenziale: 250 V
Corrente: 25 mA
Potenza: 25W
Durata: 30 min/ 6Dmin
Completare la seguente tabelia con | paramatri di inizio e fine corsa:
Potenziale Corrante Potenza Tempo
(v) (mA) (W) {min)
Fithy 2% < o
250 -5 4 39!
351 | Prelevare gl standard dal congelatore
36 |Preparare gli standard; o
MISCELA BRP NESP 1-2 (‘BRN E1-2)
Aggiungere 0,32 - 0,18 ng” di BRP [BRP Lotto e, 1a0,2— 0.15ng’di NESP [NESP Lolto <33 |
MISCELA BRP NIBSC (BRNIB)
Aggiungere 0,16 ng® di BRP [BRP Lotto ]a 0,0025 ng® di NIBSC [NIBSC Lotto ]
MISCELA NESP NIBSC {(NEN!IB}
Aggiungere 0,15 ng:’ di NESP [NESP Lotto ]a 0,0025% ng di NIBSC [NIBSC Lotto 1
SOLUZIONE NIBSC 0,02U1 - 0,04U1 (NIBSC1-2)
Prefevare dalla soluzione standard [NIBSC Lotto <m | 10-20 pl, in modo tale da oltenere una
soluzione da 0,02-0,04 LI
SOLUZIONE MIRCERA {MIR)
Prelevare 20 uf dalla soluzione standard di Mircera  [MIR Lotto ¢S |}
SOLUZIONE Dynepo (Dyn)
Prelevare 20 1! dalla soluzione standard di Dynepo  [Dyn Lotto ] Y
37a11 |Scaldare i campioni a 87 °C per & min 37k 0| aggiungere quantith sufficiente di urea poco
a poco fino a saturazione andare & punie 39
380 | Imrnergere | campioni precedentemente scaldati, nel bagno refrigerante per 30 5
3957 | Aggiungere: -ai camploni il 10% di Surfects-amps 80 {Tween 80) [R-166 Lottoed ] per volume di
ritentato
-agh standard {eccetto Mircera) aggiungere 2,2 ul di Surfacts-amps 80 (Tween 80) [R-
166 Lotto qea ] ogni 20 pl

* 1 Ul = § ng. E' consentito variare le quantiti purche Ia concsnl:azione raggiunta non superi quella cosrispondonie a 3 volte il LOD.
' consentito variare il volume di RMET purché il rapporto fra il volume della soluziane di anfoliti 6-8 ¢ quelo jotale rasti invariato.
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FOCALIZZAZIONE

catodo nel numero corfdspondente ai campioni ed agli standard

405~ Aprire il supporto e posizionare le sirlps portacampioni (0 applicatori 2 pozzetio) dalla parte del

BRNIB
NENIB
Dyn®
MR
NIBSC(102)
BRNE (1 02)
Bur®
USPEPQ®
CAMPIONI
BRNE {1 0 2j
NENIB
BRNIB
Oppure nal caso la lunghezza dei gel sla paria 25 cm:
NIBSC (1 02)
BRNE {10 2}
Bur®
UsprePO®
CAMPIONI
BRNE {1 0 2}
CAMPIONI
BRNE (10 2)
CAMPIONI
NIBSC (102)
BRNE (102}
NIBSC (102}
Dyn®
MIR

410 |Prelevare i campioni e gif standard e posizionarli sulle strips™ secondo il seauenta schema:

Compilare ia tabelfa seguente in base alla sequenza di caricamenlo:

Posizione Campione

Volume di ritentato {ul)

1 iR

20 ]

285

2o

AR & WESP

bod 1o

GREe 4 nEwe

ot v

VR

20

Uie iR

PR

&'USZ

25

ooy 1 ) Oy | M

(SR L

2

¢ Quardiitative massimo por agni siripdpozzetio: 20l ; in caso di velumi superiori, sovrapporie un'sitra strp e dpotere Foperazione. La
gomzior:e degli standard pud anche essera variata, purché i camploni restino In posizione centrale, La sequenza doseritay & indicativa.
1 BUR & obbligatorio solo in sede di contermaj in base alla spslanza da confermare sara inpicgata ta USP conispondente; in sede di

screening & possibite ometiers la presenza dallo standard i Bynape.

R — p——

Oy T a—
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g Pue_stam I, S
15 1 B 0
L 0eoo ™ AUy BB s
2 N RSO 2o
I WOT 003 BUU R L™ (o
14 RSO ¥
L MR QLo
:3 PR e+ WEsP WUodio
18 T o
18 o T '
20
21
e
o7 — .
= = -
25
26 ;
27 (’
N _ o
25 =
30
42,2” | Chiudere il supporto e impostare | seguenti parametri; o
Potenziale: 2000 V
Corrente: 17 mA
Potenza: 17 W
Potenziale per ora: 3500 Vh
O nel ¢caso la lunghezza del gel sia pari 2 25 e
Potenziale: 2000 V
Corrente; 25 mA
Potenza: 25 W
Potenziale per ora; 4000 Vh
Completare |a seguente tabella con | parametr di inizio e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Potenziale per ora Tempo
vy (ma) W) {vh) (min)
L e 9 <
1S9 Yoo, 2¢ (000 2k Aa
4347 iTagliare due rettangeli di Durapore e Immobilon P e 16 rettangoli di carta da fillre” o simile defle
dimensioni di 8 {esatli) x 16,5 cm. Nel caso Ia lunghezza del gel sia pari a 25 cm, le dimensioni sono
8x225cm.
44 - | Preparare GLI-TRIS aggiungendo a 7,21 g di Glicina [R-164 Lotto ¢x=5 ] 1,51g ¢ Trizmabase [R-
5 167 Lotto €573 | e portando a volume goh acqua uitrapura in un matraccio da 500 ml.
452"t Quando il potenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare tre vaschelle delle dimension i 25 % 25 |
x 8h om contenenti rispeitivamente metanolo [R-038 Lotto%% ¢4], acqua ultrapura e GLI-TRIS

5 ] .
£ consentito variare il aivmere dei fogli 8 saconda dedo spessore della carta
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46,@? lrmmergere un rettangolo della Immobilon P nella vaschetta contenente metanolo per 1 minuio,
quindi immergerla in quefla contenente acqua per 2 minuti e quindi in quelia contenente GLI-TRIS

| per aimang 20 minuti e posizionarla sullo Slovr mixer,

| [47 fr |immergere un rettangolo della Durapore nella vaschetla contenante GLI-TRIS per almeno 20 minuti

e posizionarla sullo Slow mixer.

! 48 5:( Quando Ja corsa slettroforetica @ a circa 3500Vh nel caso lunghezza del gel sia paria 16,5 em o

3800Vh nel caso la lunghezza sla pari 2 25 cm, appoggiare ai bordi della vaschetta contenente GLI-
TRIS i fogli di carta da filtro in due pacchetti da quatira ciascuno®, i modo tale che si imbevans di
soluzione per capillarita,

490 Prolungare la corsa
Sl NO (¥andare al punto 50

Al termine della corsa (3600Vh nel caso lunghezza dei gel sia pan
2 16,5 cm o 4000Vh nel caso ia lunghezza sia par a 25 cm),
impostare | seguenti parametri per 10-15 minutl max:

Potenziale: 2500 V
Comente: 17 mA
Potenza: 34 W
Potenziale per ora: 500 Vh
O nel caso la lunghezza del gel sia pari a 25 erm:
Polenziate; 2500 v
Cormente: 25 mA
Potenza: 50 W
Potenziale per ora: 500 Vh

Completare la seguente tabella con i parametri di inizio e fine
carsa;

Potenziale | Corrente |Potenza | Polenziale parora | Tempo
V) {mA) W) {Vh) {miny

50 gz{ Eseguire il controlle visivo per verificare I'uniformits delta migrazione del rosso metile e se possibile
fotografare Il gel

! D - PRIMO BLOTTING
510 |E possiblle immergere Il ge! in una veschetta contenente Gli-Tris 2 (preparata di fresco pssando
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina e portando a un volume pari a 500ml con acqua uitrapura)

52 ,2{ Posizionare il Gelbond sul film remover e tagliarlo In modo che la larghezza sia esaltamente 8 cm e
Iz lunghezza 16,5 cm o 225 cm.

5371 |Prelevare dalla vaschetla il reitangolo della Durapore e sovrapporlo rapidamenie al Gel e
anaiogamente sovrapporvi il reftangolo della Immobilon P e quindi un pacchetto di carta da filtro
prefevali dalle vaschetie.

54 }3’ Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per efiminare le bolle
d'aria.

55 T Capovolgere linsieme (pacchetts, Immobilon P, Durapore e gel} sulla piastra Multiphor 11

56 g Rimuovere it gel dal Gelbond e sovrapporvirapidamenie il secondo pacchelto di carta da filtro R

57® | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafiim, facende pressione con un rullo, per eliminare fe bolle |
daria. !
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58" | Chiuders It supporto & impostare | seguenti parametri:

Potenziale: 40 vV
Comrente: Area del gel
Potenza: 30W

Durata: 20 min
Compleiare |la seguente tabella con { paramelri di inizio e fine corsa:

Paotenziale Corrente Potenza Tempo
S ') FFR N I {mA) {W) {mim
W . 132 A o

2t 32 < Ro!
58 |Preparare PBS ¢ DTT.

PBS

Portare a volume con acqua ultrapura in un matracclo da 1000 mi 5 tavolette di tampone fosfato
salino [R-165 Lofto R0 1 Mescolare mediante agitatore eletromagnetico.

BT

Portare a volume con PBS in un matraccio da 2560 ml 192,8 mg ditiotreftolo [R-182 Lot £33 ],
Tale soluzione deve essere utilizzata entro trenta minuti dalla preparazione, causa ossidazione,

607

Al terming della migrazione, dopo aver aperte il supporto
Mettere in una vaschetta da 30x 15 x 8 ¢t 250 mi di DTT e immergervi il reltangolo di immobilon P
{rP1)

619’_

Posizionare la vaschetta per 60 minuli in incubatore a 37°C.

826

Preparare le soluzioni LFM

LFM 5%

Portare a volume con PBS in un matraccio da 250 mi 12,5 g di [atte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotio ¢32 ] Agitare con agitatore magnstico,

LFM 1%
Portare a volume con PBS in un mairaccio da 100 mi 1 g di latte In polvere a bassi grassi
[R-178 Lotto OZ* ). Agitare con agitatore magnetico.

B3

Lavare |a [P1 con PBS, metiere in una vaschetta da 30x 15 x 8 cm 250 ml di LFM 5% e immergervi
il rettangoio di IP1

44

Posizlonare {a vaschetta sutlo Slow mixer par 60 min

65

Lavare la IP1 con PBS

66 7

Preparare la soiuzione Clone AE75A
Aggiungere 40 ul’ di anticorpo antiepa [R-173  Lotto ezl 240 midi LFM 1%

67

Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 cm (dimensior inteme-oppure da 26x 13 cm in caso di
gel da 25 em) 40 ml di soluzione Clone AE75A e immergenvi la IP1

68 5

Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 60 min: in caso di templ superion, porre fo Slow mixer |
in frigorifero (in quest'ultimo caso dopo aver tolto la vaschettz dal frigorifero lasclaria ad agitare
sulio Slow miixer a T ambiente per circa 20 min)

o

? Nel caso di vascheita di dimensioni interne: 25x 13 am, considerare un »olume totale di 50 mt e quindi variaré opportunamants le
croporziont fra i reattivi.
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(697 | Preparare la soluzion:
-PBS
-LFM 0,5%
Portare & volume con PBS in un matraccio da 2000 mf 10 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotlo <234 |. Agitare con agitatore magnetico.
-250 mi di:
L LFM 5% ,
1 INK:aggiungere 250 pl di Indian ink [R-177  Lotfo ]2 250 ml di LFM 5% precedentemente
preparate
70 |tavare in una vaschelta da 30x 15 x 8 ¢cm Ia IP1con la soluzione LFM 0,5%. ponendola sullo Slow
| mixer per 1 minuto
714G | Effeltuare tale lavaggio per altre fre volte ponend Ja vaschelia sulio Slow mixer per 10 minul
E - SECONDO BLOTTING

72 )z‘.’ Preparare Pacido acetico 0,7% 7]
Portare a volume con acqua ultrapura in un matraccio da 500 mt 3,5 mi di acido acetico
[R-003 Lotte ¢z, 1.

| 173 & |Preparare tre vaschette delle dimensioni di 25 x 25 x. 8h cm contenanti rispetiivamente metanolo,
acqua Uitrapura e acido acetico 0,7%

] 744 [Immergere un rettangole della Immobilon P nelia vaschetta contensnle metanolo
[R-038 Lotto XY | per 1 minuto, quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minuti e
quindi in guella contenente acido acetico 0,7% per almeno 20 minuti

754 |lmmergere un rettangolo detia Durapore nells veschelts contenente acido acelico alio 0,7% per
almeno 20 minuti.

6@ |5 minuti prima di utiizzacli, appoggiare ai bordi defla vaschetta contenente acido acetico 0,7% i fogli di
carta da filtro o simile in due pacchetli da quattro ciascuno®, in modo tale che si imbevano di soluzione
per capiliarita

770 | Sulla piastra del Nova Blof posizionare il pacchetto ¢a quattro fogli'di carta da fittro

7857 |Lavare la 1P1 con PEG sovrapporia rapidamente al pacchetio

797 | Sovrapporre rapidamenie la Durapore

8017 |Sovrapporre rapidamenie {a Immobilon P (al termine della corsa nominata |P2)

81% |Scvrapporre rapidamente il pacchette da quattro fogli di carta da filiro®

827 |Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione ¢on un rullo, per eliminare |l bolle
d’aria.

| 83 |Chiudere il supporto & impostare | seguenti parametri;
Potenziale: 35 V
Potenza; 40 W
Corrente: 0,8 mA X Area del gel
l Durata; 10 min
Completare la sequente tabella con | parametr di inizio e fine corsa; S
Potenziale (V) Corrente {mA) Potenza (W) Tempa{min)
4 fols ¢ )
& ae A A
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840 | Siginterrotta Manalisi alfincubazione con anticorpo primario

sio NO grandare al punto 85
Preparare [a scluzione LFM 1%

Portare a volume con PBS in un matraccio da
100 ml 1 g di latte in polvere a bassi grassi [R-
178 Lotto ]. Agitaie con agitstore
magnetico. .

B5 x| Al termine della seconda migrazione aprire il supporio, prelevare il reftangolo di IP2 ¢ immergerlo in
una vaschella.da 30x 15 x 8 cm 250 mi dif LFM 5% (oppure INK); immergers fa IP1 in una vaschetta
contenenie PBS e conservarta In frigo fino al termine del'anafisi.

88 |Posizionare ia vaschetta sullo Siow mixer per 60 min,

a7y’ |Lavarela P2 con PBS

88 )7’ Preparare ANTI IgG

Aggiungere:
7i 26 i di anticorpo segnato con la biotina Pierce [R-175 Lotto o8 1240 mldi LFM 1%
G 10 W di anticarpo segnato con [a biotina Paris [R-175 Lotto ] 2 40 ml di LFM 1%

I 89,2}’ Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne-opp. da 25x13 in caso di gel da 25
cm) 40 mi di soluzione ANTI IgG e immergenvi la IP2

904 Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 80 min, in caso di tempi superiori posizionare o Slow

mixer In frige (in quest'ultimo caso dopo aver tollo la vaschetta dal frigorifero lasciarla lesciarla 2d

agitare sullo Slow mixer a T ambiente per circa 20 min)

91% |Preparare le soluzioni
PBS

la soluzione LFM 0,5%

Portare a volume con PBS in un malraccio da 2000 mi 10 g di latte in potvere a bassi grassi

{R-178 Lotto ©31 ] Agitare con agitators magnetico.

o2 ;/ Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 cm [a IP2 con la soluzione LFWM 0,5%, panendola sullo Slow
mixar per 1 minuto

03 | Ripelere iale lavaggio altre due volte

o4 }{ Effettuare tale lavaggio per altre tre-volte ponendo la vaschetla sullo Slow Mixer per 12 minuti.

o5 Pr Si & interrotta 'analisi alfincubazione con l'anticorpo secondario:

Sig” NO £l andare al punto 96
Preparare la soluzione LFM 1%:
Portare a volume con PBS in un matraccio da
100 ml 1 g di latle in polvere a bassi grasst
{R-178 Lottoo3} . Agitare con agitatore
magnetico.
06 y Preparare |a soluzione Perossidasi
L Aggiungere 150 i di streplavidina perossidasi Plerce [R-174 LottockS ]2 40 midi LFM 1%

G Aggiungere 20 ¥ di streptavidina perossidasi Biospa [R-174 Loito Ja40 midiLFM 1%
9?/0( Lavare la IP2 con PES

98 ,B’ Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 em {dimensioni interne-opp. da 25x13 in caso di gei da 25
¢} 40 mi di soluzione Perossidasi e immergervi la IP2

9917 |Posizionare la vaschetta sullo Slow Mixer per almeno un'ora

100 ;z’ Lavare in una vaschetta da 30x 15 % 8 cm la [P2 con la soluzione PBS, ponendota sullo Slow Mixer
per T minuto

101y "I Ripstere tate lavaggia per aiire due volte
ioz2 A Effettuare tale tavaggio per altre tre volte ponendo la vaschetta sullo Slow Mixer par 10 minuti
7
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| 1103 |Preparare
Lzréubito prima di ubilizzarla ta soluzione Covalight, mescolando uguafi volumi (15 mi + 15 ml}’ delle
due soluzioni West Pico Pierce [R-176 Lotto
¢ 10 minuti prima del suo ulilizzo la soluzione Covalight, conservando!a al buto aggiengendo 25
gocce di CovB [R-176 B Lotlo }in 25 ml di CovA [R-176 A Lotto I
| 104,03 Meltere in una vaschetla di vetre da 17x 8 om {dimension interne-oppure da 25x 13 in caso i gel da
25 em} la soluzione Covalight preparata al punto precedents e immergervi fa 1P2
| {105 | Agitare Ia vaschetta per qualche secando
F - RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA
| [166) Postzionare Ia IP2 nel rivelatore.
| (107 Esporlaper: Oiminuto  @5minui 1 10 minuti £1Sminutl & 30 minuti
Si sono verificate non conformila durants 1o svolgimento della procedura ?
YNO 0 8| vedere Rapporto FLO53 N°
Operatore Sigla e Firma Data Operazioni eseguite
CR Sl S lio da punto [ 7] a punto [&lfi < dla_ldulax 20/
} e VA S IAENETE da punto 23] a punto B> & 9 le o ablh
MRERPIS da punto &t | a punlo (4K

dapunto[ lapunio| |

dapunto[ Japunto | |

dapunto{ Japunto | |

dapunto] ]apunto [ ]
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11.2.8 Second Confirmation Test Results

Gel images and data of positive control standards (BRNE and Mir), negative control
standard (NIBSC), sample internal laboratory code 10E003 B4433 (including the
stability test), positive reference sample (USPMir) and negative reference sample
BUR (including the stability test).

TOTAL IMAGE OF THE GEL
THE RECTANGLE INDICATES THE AREA SELECTED FOR PROCESSING THE DENSITOMETRY DATA
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GENERAL VIEW‘OF ALL THE PROCESSED LANES

Session: Anatysis 100707-5MIN INCR_3 41 2010.67.07 Laboratory: F.M.5.L- Laboratorio Antidoph

ging Roma
Image Fila: 100707-5MIN INCR_3.1if Date of Anolysls; 07/0772010
Operatia: 11.26
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POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP sTANDARDS (BRNE)
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NEGATIVE REFERENCE SAMPLE {BUR) |

GASepo Analysis Report P
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11.2.9 Test Validity Data

The validity of the test is evaluated according to the WADA technical document

TD2009EPO.
Sensitivity performance verification is demonstrated by the positive and negative control

within the entire gel.
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11.2.10 Result review

FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLO39
LLABORATORIO ANTIDOPING

VERBALE DI COMUNICAZIONE RISULTATI DI CONFERMA
Pag. 111
Rif. PG00 1 Rev, 2

LOTTO D ACCETTAZIONE, UD€ O Cooice InTerno: PUAD D

ConrEruA PER Luecees o tlelo

-

[ VALUTAZIONE/OSSERVAZIONI

Faconsea, ol muncama,

LEEy DOCUMENTAZIONE ALLEGATA

Kf [} FOGLIO DI LAVORO

Ef 1 TRACCIATI DEI CONTROLLI E CAMPICNI {TUTTE LE ALIQUOTE SE GUANTITATIVA}

Bf ] SEQUENZA DI ANALISE STRUMENTALE

O | & | CRITERITSL (TR, RAPPORTI oM, S/N) {FCO09) ) T

01 m | FOGLIC DI CALCOLO {ANALISI QUANTITATVAY (FC____ 3

RO COMUNICAZIONE RISULTATI Dt CONFERMA rEPO/NESP (FL158)

i) 0 ALTRO
{*} n.a. - nen applicabile
RESPONSABILE RIS g“ﬁqﬁ"“‘“b‘ .
ESECUZIONE PROVA

Sigla Finma

VALUTAZIONE/OSSERVAZION! DEL DIRETTORE SCIENTIFICO

R W o h rw*ck,z A g B dem Léﬁh
o betane l% st} L p.&lww-%wo =
6\([ Qv ‘af‘—\»—:’?’h

DIRETTORE SCIENTIFIGO:

Data: 7/ F {17
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i1.2.11 Conclusions

Data were evaluated according to the WADA technical document TD2009EPO.

The acceptability, identification and stability criteria defined in the WADA technical
document TD2009EPO are fulfilled.

The second opinion of a different accredited antidoping laboratory (AFLD Laboratory)
confirmed our conclusions.

An adverse analytical finding for Continuous Erythropoietin Receptor Activator (CERA)
was consequently reported for sample code 10EC03 B4433.
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.3 Second opinion by AFLD Laboratory (Paris) on the EPO analysis
results on sample code 10E003 B4433

FMS|
LABORATORID ANTIDOPING
Prot, nﬂzfsému?%z f‘%ﬁ, Ao
@ afld
e EAG AR IR Y P B RE E TTEY Chétenay«MaIabry JU[Y Oslh, 2010
Dépariement des analyses
110072600141 Lahoratorio Antidoping
| \ “““m“\\ Dr. Francesco BOTRE
{ \ Federaziene Medico Sportiva Italiana
110270808141 Largo Giulic Onesti 1
IT -~ 00197 ROME RM
ITALY

According to the files corresponding to samiple 10E003B4433 and WADA criteria
from TDZ009EPD, we conclude that this sample shows the presence of
recombinant erythropoietin (pegylated Epoetin beta -~ MIRCERA).

Best regards,

Dr Frangoise LASNE
Director
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.4 SDS analysis

11.4.1 Instrumental conditions for SDS analysis

Operating conditions (for further details please refer to the worksheet FL167):

Focusing:
200V

120 mA
25 W
time: 55min

First blotting:
40V

mA adjusted for the gel area
90 W
time: 45 min

Second blotting:

35V

mA adjusted for the gel area
40W

time: 10 min

SDS procedure analysis: original identification of the lanes on the gel (“sequence”)

(1] SeeBlue

[2] Mircera standard (Mir)

[3] Negative reference sample (Bur)

[4] 10E003 B4433C (3511158)

[6]  Urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
(6] Positive reference sample (Usp Mir)
[7]  rhEPO standard (BRP)

[8] NESP standard

(9] Urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
[10] SeeBlue
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11.4.2 Additional evidence
Worksheet for the SDS-Page procedure

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL. 167
LABORATORIO ANTIOOPING
5DS PAGE PER LA RICERCA Di ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MPO31 - Allegato Pag. 147
Rev. 0

[Gata & ora.di infeio snalisl 2 jobl 45 L3 40 ]

Lotto di accettazfone Codice campioni preparati
LOEQ3R oA BLURBC A
DA: A
DA A
DA Al
DA: . A

A- PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

1 e@/ Condizionare il campione a temperatura ambiente & preparare a soluzione Complete portando 2
volume con acqua uirapura in un matraccio da 10 ml 5 tavolette di Complete ' [R-172 Loito ©O$€ § e
) mescolando mediante agitalore eleltromagnetico

2@ Pralevare 20 ml di urina” (in_caso di prellevi-inf

eHoH—portare-a-20-mi-eea—tRIGHGH56-miH{FRISHCI
S0Lotho . ]) ¢ lrasferirl in una provetla da 50 ml == iyl @@l O

3 g |Aggiungere 400 ui di soluzione Complele (200 i ogni 10 mi di urina)
4§ |Aggiungere 2 midi TRISHGI 3,75M [1RISHCI 3.75 Lotio o3 1 (fmlogni 10 ml di urina)

& g+ |Controllare il pH con delle strips indicatrici in modo che sia compreso fra 6,8 € 7,9; in caso noh risull
nel range, correggerlo contampone TRISHCL 3 ZEM-[TRISHErS 1516~ |~ I leew
8 1§ | Centrifugare per 10 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculanie a 3000 rof

7@ |Applicare alle provette il componente della filirazione del kit Steriliip, assemblandolo N posizione
veriicale

8 7 |Ruotare delicatamente di 180° il Kit assemblato

g g |Collegarlo alta pompa da vuoto per I3 filtrazione

10 g~ | Trasferire il filirato nelle provette amicon ultra-15

1117 | Centrifugare per 20 min nelta cenlrifuga refrigerata a 20°C con rolore basculante a 3500 rcf

121 |Eliminare il filtrato & tavare it filtro riempiendo la parte superiore della Amicon ultra-1% con TRISHC
50 mM [TRISHC| 50 Lotto (52, ] e 400 yl di soluzione Complete (2001 ogni 10 mi di uring)

13 | Centrifugare per 20 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore pasculante a 3500 rcf

141y |Nel frattempo lavare le Amicon ultra-4 con 2 mi di acqua wltrapura ponendole a centrifugare a2 5000
rpm per 20 min nefia centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso.

151§ |Prelevare con una micropipetia dalla parte superiore della Amicon uitra-15 il residuo (circa 120u)) ¢
trasterido nelle Amicon ultra-4 precedentemente lavate

16y | Cenlrifugare a 6200 rpm per 60 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso

17 sf rtisurare it volume di ritentalo, trasferirne 20 g in un pozzetto di una piastra de! QGuantikine IVD Epo
i

188 Aggiungere nel pozzetto 80 pl di diluente {fornito nel Quantikine VD Epo Kit)

187 |Meftere ad agitare la piastra con i pozzelti su di un agitatore Delfia Plateshake a circa 600rpm per

un'ora o in frigorifero per tutta ta notte

208 |Preparare PBS

Portare a volume con acgua ultrapura in Ln mairaccio da 1000 ml 5 tavolette di tampone fosfato
salino [R-165 Loilo 2 1. Mescolare mediante agitatore elettromagoetico.

Tampone LDS (1x}
Mescolare 100 1 di tampone LDS{4x) (R-398) con 40 i di agente riducente (10x) (R-402}
e 260 yl di acqua uitrapura

'E' possibile preparara quantith difersnti quantith differenti purchd restina invariata fe praporziaai.
* In cago diurina diluita & prefievi maggios, prelevara le quanlitd di Complate & di TRISHTL3, 75 rispettando i rapporti fra 1 coattivi
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA JTALIANA FOGLIO DI LAVORO FL 167
LABORATGRIO ANTIDOPING
[ 5DS PAGE PER LA RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALQGHI
Rif. MP0O31 - Allegato Pag. 217
Rev, 0
215 | Svuotare | pozzelti e lavarl cort PBS
225 | Eluire le proteine legate al pozzette con 30 ! def lampone LDS {1x) lasclando ad agitare su di un
agitatore Delfia Plateshake per qualche minulo
238 |Trasfedre Peluaio in una provelta eppendorl e posizionarla a scaldare per 5 min a 95°C softo
agitazione (circa 600 rpm)
24 @ llmmergere la proveita eppendorf nel bagne refrigerante per 30 s
250 |Prelevare gli standard dal congeiatore
26,.14 Agglungere 2,5 pi di tampone LDS (4x) [R-388 lolto <22, ] e 1 i di agente riducente (10x) [R-402
lotlo =xz, | per 10 pi di standard :
27 @ | Posizionarli a scaldare per 5 min a 95°C
280 |Immergere le vials nel bagno reftigerante per 30 sec = )
B— CORSA ELETTROFORETICA
2908 iPreparare
li tampone MOPS {1x)
Dituire il tampana MOPS running buffer (20x) [R-400 lotto i |, mescolando 50 mi def tampone
MOPS (20x) con 950 ml di acqua ulirapura
Catolita
Mescolare 200m| del tampone MOPS {1x) con 500 pl di antiogsidante [R-401 Iofto e |
30.2" | Prendere un NuPAGE 10% Bis-Tris get 1.5mm* 10 wall [R404 lotto << |, estrarlo dalla guaina di
impacchettamento, eliminare 1l solvente & lavario con acgua uitrapura (maneggiare it tutto tenendolo
per il bordo}
31,7 [Rimuovere la striscia adesiva dal relro del gel cassette
325 |Rimuovere il copripozzetti e con una pastaur lavare | pozzetli con it tampone MOPS (1x), ruotare in
’ un unico movimento il gel cassette, rimuovendo il tampone
3303~ | Ripetere tale operazione due volte. Essere sicuri che non ¢i siano bolle d'aria nei pozzetti
34 - | Assemblare ia cella, ponendo It gel casselie con il lato dei pozzetti rivolto verso i Buffer core. Nel
caso si faccia correre $oio un gel, si ponga il Buffer Dam (pannelio divisorio di plastica) per chiudere
a camera contenente i Buffer core (catodo) altrimenti si metla al suo posto il secondo gel casselle
353 |Riempire la camera contenente il Buffer core con it calolita, coprire | pozzetti. Essere sicunt che il
fivello del catolita non scenda In quanto la cella non & correltamante assembiata
6.7 | Prelevare | campionl e gil standard e dispensarli nel pozzetti seconda if seguente schema:
SeeBiue
Standard di conferma
Bur
Campione
NIBSC{102)
Usp di conferma
BRP®
NESP
NIBSC (102}
SeeBlue
Compilare 12 labella seguente in base alla sequenza di caricamento:

I 3

et — .

Lo schema sopra riportats & indicativo, 4 ecceziona delle standasd di canterma e di quelio NIBSC, gli eltri passone essere cembiati.
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FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL 167
LABORATORIO ANTIDOPING
"""" SDS PAGE PER LA RICERCA Di ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!
Rif. MP031 - Allegato Pag. 37
| Rev. 0 |
Posizione Campione Volurne di ritentato (pf)
1 S e s
2 SR, )
3 Cuks 2.
e It en A ulaaC 2.0
5 MBS D
6 s R Tl
7 Bae P,
8 NESS 20
] SO D
10 YEE B, =25
37 i | E sufficienta un solo gel cassette
SI,Z‘J’(V&!‘I al punto 38} NOO Compliare la tabella seguente in base alla seq@ﬁzé Tdi
caricamento;
Posiziong Campione Volume di ritentaio (pl}
i
2
3
4
5
6
7
8
g
10
384 | Riempire I'anodo con il tampene MOPS {1x), chiudere Ia cella e collegare gli lettrodi all'alimentatore
che deve essare spento.
39 |Chiudere la cella e impostars | seguenti parametri:
Patenziala: 200V
Corrente; 120 mA
Potenza; 25 W
Tempo: 55 min
Completare la-seguents fabella con i parametri di inizio e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Tempo
) {mA) {W) (min)
\bL 120 1.8 e
oD &3 Wi 58
40 |Taghare due reftangoli di Durapore e immobllon P e 18 retiangol di carta da fitre™ o simile delle
dimensioni di B {esatii) x 7 cm
4177 |Preparare § Tampone Twobin aggiungendo a 7,21 g i Glicina [R-164 Lotto e ] 151 di ]
Trizmabase [R-167 Lofto &4 |}, 100 mi di Metanclo e portando a volume con acqua ulirapura in un
matraccio da 500 mi
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA ~ FOGLIO DI LAVORO FL167

LABORATORIO ANTIDOPING

SDS$ PAGE PER LA RIGERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MPO31 - Allegato Pag. 477

Rev. 0

425G

Dopo 20 min dalinizio delia corsa, preparare tre vaschelle delle dimensioni oi 25 X 25 X 8h cm
contenenti rispetiivamente metanolo [R-038 Lotto /72 1, acqua ulirapura ¢ Tampone Twobin

434 [lmmergere un rettangolo della Immobilon & nella vaschetta contenents metanalo per 1 minuwo, quindi
mmergerta In quella contenente acqua per 2 minuli & quindi in guella contenenta Tampone Twobin
per almeno 20 minuti e posizionaria sutlo Slow mixer

44 71 |immergers un rettangolo della Durapore nella vaschelta contenente Tampone Twebin per almeno 20
minuti 8 posizionarta sulle Slow mixer

454 1Acirca 5 min dalla fine della corsa appoggiare ai bordi della vaschetta contenente Tampone Twobin &
foglt di carta da fillro in due pacchetti da quatiro ciascuno®, in modo tale che si imbavano di soluzione
per capillarita

C-PRIMO BLOTTING

461" | Alla fine della corsa rimuovere il ge! cassette dalla cella

47 [~ | Posizionare it gel cassetle su ¢i una superficie piana e Inserire con attenizione 1 coltello per 1 get fra
le due lasire del gel cassette

48 p/ Fare forza con i coltello finch& non si rompono i legami che tengono unite e due lastre, Amuovere 13
lastra alla quzle non & adeso il ge!

49¢1 |E possibile immergere il gef in una vaschetta contanente Gli-Tris 2 (preparata di fresco pesando 3,02
g di Trizma, 7,21 g di Glicina e portando a un volyme part a 500ml con acqua yltrapura)

5047 | Taghare Ia parte di gel comispondente ai pozzeti e la parte opposta sporgente

5103~ | Prelevare dalla vaschetla il rettangolo della Durapore e sovrapgorio repidamente al Gel e
analogamente sovrapporvi Il rettangolo della immobllon P e quindi un pacchelto di carta da fillro
prelevati dalle vaschetle

5207 | Sovrapporre guindi un reitangolo di parafiim, facendo pressione con un rullo, per eliminare le bolle
daria

53 ;/ Mettendo il coltello sotto il gel staccarlo dalia lastra e capovelgere 'Insieme {pacchetto, Immaobilon P,
Durapore e gel) sulla piastra Trans SBlot SD Semidry Transfer Cetl

5427 | Sovrapporre rapidamente il secondo pacehelto di carla da filtro

558" | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione can un nullo, per eliminare e bolla

d'aria

Chiudere il supporto e impostare i seguenti parametri:
Potenziale: 40 V
Corrente: 1,5 mA x Area dal gel
Potenza: 90 W
Durata: 45 min

Completare {a seguente tabella con i parametri di inizio e fine corsa;

Potenziale Corrente Potenza Tempo
LAY} — {mA} (W) . {(mim)
19 g4 A '
- s
26 84 ) us'
571" | Preparare PSS e DTT.
PBS
Portare a volume con acqua ulttapurain un matrzceio da 1000 mi 5 tavolefte di tampone fosfato
saline [R-185 Loflo ©8% | Mescolare mediante agitatore aletiromagnetico.
DTT
Portare a volume con PBS in un matraccio da 256 mt 192,8 mg ditiotreitolo [R-182 Lotto =¥ |
| Tale soluzione deve essere utilizzata entro trenta minuti dalla preparazione, causa ossidazione.,
58 [ | Al termine della migrazione, dopo aver aperio i supporio

Melters in una vaschetla da 30x 15 x 8 cm 250 ml dl DTT e immergervi Il rettangolo df Immobilon P
{iP1)

‘ - s
E' consentito variare il numerg daf fogli a seconda delo spessar dolla caita
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA [TALIANA FOGLIO DI LAVORO FL 187
LABORATORIO ANTIDOPING
SDS PAGE PER LA RIGERCA DI ERITROPOIETINA RICOMEINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Aliegalo Pag. 517
Rav, 0
5041 |Posizionare la vaschetia per 60 minuti in incubaiore a 37°C
80 [ | Preparare e soluziom LFM T
LFi 5%
Portare a volume con PBS in un malraccio da 250 ml 12,6 g di lalte in polvere a bassi grassi
iR-178 Lolto0Zz ). Agltare con agitatore magnetico.
LFM 1%
Portare a2 volume con PBS in un matraccis da 100 mi 1 g di latie in polvere 2 bassi grassi
[R-178 Lolte 03} | Agitare con agitatore magnetico.
81¢1 |Lavare la iP1 con PBS, mettere in una vaschetia da 30x 15 X 8 cm 250 ml & LEM 5% & immergervi if
rettangolo di 1P1
624 | Posizionare la vaschetia sullo Siow mixer per 60 min
6387 |Lavarela IP1 con PBS
6447 |Preparare ia soluzione Clone AE75A
_ jAggiungere 40 pl di anticorpo antiepo [R-173  Lotto %5 | 2 40 mi di LFM 1%
650 |Metiere In una vascheita di velro da 17x B em 40 mi 1 soluzione Clone AE7GA @ immergervi [ IP1
66841 {Posizionare |a vaschetta sullo Siow mixer per 80 min; in ¢asa di ternpi superiori, porre lo Slow mixer
in frigorifero (in questuitimo caso dopo aver lolto fa vaschetta dal frigorifero lasciarla ad agitare suflo
. | Slow mixer a T ambiente per circa 20 min)
8701 |Preparare ie soluzioni
PBS
la soluzione LFM 0,5%
Portare a volume con PBS in un matraccio da 2000 mi 10 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotlo€™y1 |. Agitare con agitatore magnetico.
250 ml di
LM 5%
O INK:aggiungere 250 ut di Indian ink [R-177 Lot ] @ 250 mi di LFM 5% precedentementa
preparato
g8 ,EY Lavare in una vascheita da 30x 15 %X 8 ¢m fa IP1con la soluzione LFM 0.5%. ponandola sullo Slow |
mixer per 1 minuto
6811 | Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponendo Ja vaschetta sullo Slow mixer per 10 minuti
D-SECONDO BLOTTING
704 | Preparare 'acido acetico 0,7%
Portare a volume con acqua uitrapura in un matraccio da 500 ml 3,8 mi di acido acelico
[R-003 Lotte £ ]
712 |Preparare tre vaschelte defie dimensioni df 25 x 25 X 8h oim contenenti rispettivamente metanolo,
acqua ultrapura e acido acetico 0,7% R
7%5 immergere un rettangolo della Iimmabilon P nella vaschetta contenente metanolo
[R-038 Lotte (23 ] per 1 minuto, quindi immergeria in quefla contenente acgua per 2 minuii e
guind| in guella contenente acide acetico 0,7% per almeno 20 minuti
730~ | Immergere un rettangolo della Durapore neila vaschetta contenente acido acetico allo 0,7% per
/ almeno 20 minuti
74 }2’ Diect minuti prima d! ulifizzadi, appoggiare ai bordi della vaschetta contenente acido acetico 0,7% i
fogli di carta da filtro o simile in due pacchelfi da quattro ciascunoc®, in modo tale che si imbevano di
soluzione per capillarita
7541 | Sulla piastra def Nova Blot posizionare il pacchetio da quattre fogli di carta gz filtro

Tiira
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FEDERAZIQNE_'MEQICO SPORTIVA ITALIANA
LABORATORIO ANTIDOPING

FOGLIO DI LAVORO

FL 167

SDS PAGE PER LA RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MP031 - Allagato Pag. 6/7
Rev, 0
76 | Lavare 1a IP1 con PBS e sovrapporia rapidamente al pacchelto
77 kv | Sovrapporre rapidamenta la Durapore ]
78" | Sovrappore rapidamente fa fmmabilon P (al termine della corsa nominata IP2)
79.8 | Sovrapporre rapidamente il pacchetfo da quattro foghi di carta da filiro”
802 | Sovrapporre quindt un rettangolo di paralilm, facendo pressione con un rullo, per efiminare te holle
d'aria
814 [Chiudere il supporio e impostare | seguenti parametrt:
Potenziale: 35V .
Potenza; 40 W
Corrente: 0,8 mA x Area del gel
Burata; 10 min
Comgletare la sequente tabella con | parametri di inizio & fine corsa:
Potenziale (V) Correpte (mA)} Potenza (W) Tempo(min)
& SO A O
& o A O
Bz,Gl’ Si & interrotta |'analisi alfincubazione con 'anticorpo primario
Sto NOCandare al punio 83
Preparare ka soluzione LFM 1%
Portare @ volume con PBS in un matraccio da
100 ml 1 g di [aite in polvere a bassi grass|
[R-178 Lotto ]. Agitare con agitatore
magnetico.
832 |Altermine della seconda migrazione aprire il supporto. prelevare il rettangolo di (P2 e immergerlo in
una vaschetia da 30x 15 x 8 om 250 mi di LFM 5% (oppure INK)
8441 |Posizionare Ia vaschetia sullo Slow mixer per 60 min.
857 |Lavarela P2 con PBS
8647 |Preparare ANTI IgG

Aggiungere:
126 l di anticorpo segnato con la blotina Pierce [R-175  Lottoci® | a 40 mé di LFM 1%
1710yl di anticorpo segnalo con la biotina Paris [R-175  Lotte Ja 40 mbdi LFM 1%

87 g

Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 ¢ (dimensioni inlerng) 4¢ mt di soluzione ANTI IgG &
immergervi la IP2

880

Posizionare la vaschetta sullo Siow/ mixer per 90 min, in caso di tenpi superion posizionare 10 Slow
mixer in frigo (In quastultimo caso dopo aver tolto la vaschetta dal frigorifero lasciarla fasciaria ad
agitare sullo Slow mixer a T ambiente per circa 20 min)

89 &7

Preparare le soluzioni
PBS

ta soluzione LFM 0,5%
Portare a volume con PBS in un matraccio da 2000 mi 10 g di latte in polvare a bassi grassi
[R-178 Lotto 037 1. Agitare con agltatore magnetico.

9047

Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 cm [a IP2 con la soluzione LFM 0,5%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuio

9147 | Ripetere tale lavaggioaltre due volle

9277 | Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponendo Iz vaschelia suiio Slow Mixer per 12 minuti
934 Isie interrotia I'analisi alfincubazione con {'anticorpo secondario

INOD andare al punto 94

Sig
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FEDERAZIONE MEDICG SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D] LAVORO FL167
LABORATQRIO ANTIDOPING
J SDS PAGE PER LA RICERCA D] ERITROPQIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegaio Pag. 7
Rev, 0
Preparare |a soluzione LFM 1%
Portare a volume con PBS In un matraccio da
100 m! 1 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotloe3l 1. Agitare con agitatore
magnetico.
$a &~ | Preparare 12 soluzions Perossidasi
LET Aggiungere 150 i di streptavidina perossidasi Pierce [R-174 Lotto % ] 2 40 ml i LFM 1%
D Aggiungere 20 ul di streptaviding perossidasi Biospa [R-174 Lolto ] @ 40 mf di LFM 1%
955" |Lavare la P2 con P8BS
96 [ | Mettere in una vaschetta di veiro da 17x 8 cm (dimensioni interne} 40 mi di scluzione Par055|daSI &
immergenvi la 1IP2
97 7 | Posizionare la vaschetta sullo Slow Mixer per almeneo un'ora
987 |Lavare in una vaschetla da 30x 15 x 8 cm I3 IP2 con ia soluzione PBS, ponendola sullo Slow Mixer
per T minuto
997 |Ripetere tale lavaggio per oitre due voite
10041 | Effeltuare tale lavaggio per altra tre valte ponendo I3 vaschetta suile Stow Mixer per 10 minuti
101,21 | Preparare
F'subito prima di utilizzera fa soluzione Covaiight, mescalando uguall volumi (10 ml + 10 ml) delle
due soluzioni West Pico Pierce [R-176 Lotte 4,2 |5
0 10 minuti prima del suo utilizzo la soluzione Covalight, conservandola al buuo aggiungendo 10
gocee di CovB [R-176 B Lotto ]in 10 mil di CovA [R- 176 A Lotto 1N
102.27 | Mettere in una vaschettz di vetro da 17x & cm (dimension interne} 1z soluzione Covalight preparata al
punto precedente & immergervl la 1P2
1032¢ | Agitare la vascheita per qualche secondo
F — RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA
104.¢% | Posizionare la P2 nel rivelatore.
105 (2 | Esporle per: £ 1 minuto &5 minut 5 10 rinuti 5 minutl 2 30 minutt
Si sono verificate non conformita durante lo svolgimanto dalla procedura 7
A NO 0 81 vedere Rapporto FLOS3 N°
QOperatore Sigla e Firma Data Operazioni esequite
O e doeaTs AR da punto { ] a punlo [
A, S5 VB A l(;,,\ Lo da punto [ /4 a punlo [g¥
o SN s wlehe da punto 9] a punto (A .
k) dapuntef Japunlo [ ]
dapuntof japunio [ ]
dapuntof{ lapunio { ]

Tar9
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11.4.3 SDS-Page results

Gel images and data of positive control standards (BRP, Nesp and Mir), negative
control standard (NIBSC), sample internal laboratory code 10E003 B443, positive
reference sample (UspMir) and negative reference sample (Bur).

[TOTAL IMAGE OF THE GEL THE RECTANGLE INDICATES THE AREA SELECTED FOR PROCESSING THE DENSITOMETRY |
DATA
|
]
[
["GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES o
(8
GASepo Analysis Report e
Sassion: Analysis 1006817-30min cam.tif 2010-06-17 Laboratory: FM.S.1- Laboratorfo Antidoping Roma
image File: 100617 -30min cam tif Date of Analysis: 17X06/2010
Oparator: 12.30
TN 2.Bur 3‘&43&3 4 vBPO 5. Usp Mir B, FEFQ ; T.NESP 8, EEPO
100,0% 5.8% | ...?'3*; 3 712% 21.78% 100 0% I.Imm;; O L e
47,8% 84.2% 48,1% 22 8% 783% fhel N PLITE 100,0% E w FLETRA
|

7479
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POSITIVE CONTROL: MIR STANDARD

GASepo Analysis Report

Saession: Analysfs 100617-30mln cam.tif 2010-06-17
Image Flle; 160617-30min cam.tif
Operator:

Laboratory: F.M.5..- Labocatorio Antidoping Rotnia
Date of Analysis: 17052010
i i
1. Mt

12.30
tane #1: M
100,0%
e |

s ol S
201

768107 a0 maﬂ[ 9] top
1 214 mLs 500026 32 157 1087088 35051800 | 914

[ POSITIVE CONTROL: BRP STANDARD

GASepo Analysis Report

Seasion: Analysis 100617-30min cam.tif 2010.06-17 Lab
Image Fike: 10617 30min cam.tif

I Opataton:

| 8.EFO

D8, 05%

v: FMS L. Lab jo Antidopi

q Roma
Date of Analysks: 170062010
12.30

DN LN NUMETD rexled%

G 0
T

IB.I

Volume Volume
e 2] Ve | Yot

W T 235017200 100.0

1583 156s8m2 3
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POSITIVE CONTROL: NESP STANDARD

GASepo Analysis Report

Session: Anafysis 100617-20min com.tif 2010.06.17
Image File: 100617-30min cam.tf
Operator:

7. NESP

— = 5

Laboratory: F.M.S1.- Laboratorio Antidoping Rema
Date of Anslysis: 17062010
12.30

1ane &7 NEST

0N LN NUPNero reajkash Vi falume
olume Yolume
100, Name Cemment Capt X Cenr Y Cont Z f Max X | Max Y { Max 7 Abs kax

W3k 7m0k [T AN SEE, (ZEmaiT, | ks

NEGATIVE CONTROL: NIBSC STANDARD (UEPO)

GASepo Analysis Report

Session: Anelysis 100617.30min cam.1if 2010.06.17
Image File: 100617-30min cam.tif
Cperator:

TI%
92.8%

e

e
1 X

Laboratory: F M.5).- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Anslysis: 170672010
1230

Volume Yl g
Al npz;
FHTIHED 78
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" SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433

GASepo Analysis Report €po
Laboratory: F.M.S.L.- Laboratorio Antidoping Roma

Session: Analysis 100617.30min cam.iif 2010-06-17
inage Flia: 10061730min cam.tif Date of Analysis: 17/0672010
Operator:

230

lane 43 106C03
A5 [T
0,11 1680 15 [RRTEg) [110]

F=e [B15. 2a0158 AT 1851 3aRd | Bdoase0) PR
1590 262 Loarre 13 257 | 3006 18] | 4960281 a4 .

28

[ I I

POSITIVE REFERENCE SAMPLE: UsP MIr

GASepo Analysis Report

£ ahosstory: FMLS.L- Laboratorio Antidoping Roma

Session: Anatysis 100617.30min cam.ti 2010.06-17
image File: 100617-30min cam.tif Date of Analysia: 170602010
Operator; 12.30

5. Usp M
=
TH3% nhlax
[ 2 i AT (e TR £ ieiip [ 4k0
| 1 243 088 (30mgs | 5t LT 1T Sy [ Ao L1
) 181 1803 MENBTZ |} 16 e a0 1000 :

7
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[ NEGATVE REFERENCE SAMPLE: BUR

i
I

GASepo Analysis Report EP®

Session: Analysis 100617 30min comif 2010.06-17

Laboratory: F.M.S.L.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 108617-30min cam.(if Date of Analysis: 1706/2010
Operntor; 1230
2 T e e e
Sa% velume | vol
= I I ) (O el Wl
[' 1048 (243628 [837856] 118
I A 17.8 784 1E3ETS 31 162 3T 184663100 mo
| E 183 [z 105238 | 4 224 07486 5534993 30
|

Conclusions:

The additional evidence obtained by the SDS analysis supported the resuits
obtained by IEF.

7879
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.5 Test Report

Larga Glutlo Onesti, 1

e
e ﬂ"\‘;‘} B RAPPORTO DI PROVA aD187 Roma
i Tol+39.06. 36859500
\\; TEST REPORT Fax:+39.06.8076971
Brol. 2197/FMB/sbr Data/Dale 08/07/2010
RISERVATA PERSONALE/CONFIDENTIAL
AITO: LAAF,
At nelagention: or. G. DOLLE
ind irizzolAddress: B 359, §8007
GAP Ciud Nazlone/PC Place Couniry MONACO CEDEX
LOTTO D] AGCETTAZIONE/R ECEIFT BATCH: 40ED02 |CATENA Di CUSTODIASTESF INISSION CODE | 18AF 03/2010
{RICHIEDENTE Icrigasnre:  FIDAL FEDERAZIONE IFEOERATION IAAF
SPORT-GARAJSPORREVENT: ATHLETICS - GARA INT.LE DI MARCIA 20 Kii - IAAF LUOGO frLACE: SESTO SAN GIOVANNI
DATA DELLA GARA DATAIORA DI ARRIVO CAMPION:
DATE OF EVENT: 01/05/2010 RECEIPT OF SAMPLES 02/05/10 - 820
INZIO ANALISI: FINE ANALISH: "
START OF ANALYSIS 14/06/2010 END OF ANALYSIS 07072010
— [VIPO D1 TEST N COMPETIZICNE CON EPOMNESPAN
TIFO O CAMPIONESTYRE OF SAUPLE: VRINAARINE | e oF 7EST; COMPETITION WITH EPOMNESP
CODICI DEI CAMPIONI ANALIZZATUSAMPLE CODES
£onice u COMCE
coocE WTeErne]  ESTERNG | SESSD HCONCE INTERND(  BSTERNO SE680
INTERNAL COGE |  SXTERNAL | SENOSR|IGFERNAL CODE |  DXTERMNAL GENGER
CODE cong
B4433 3511158 M - - -
T elodi uikzzall sone Apariatl nol documenta ELOOB/Anallical mehads are reperted in ELOOS "
methods are n compliante viih ISDAEC 17025

TaR matodt $ono in accordo can | documenti ISOMEC 17025 @ WADA Infernational Slandard for Laboraloriesi These
standard and WADA lntsmations! Standard for Laboralonas

1 sistitati anatitict st ciferiscono esclusivamente ai campionl sottoposti a provalThe ana
Il campionaments & a cura del cliente/The ciient is résponsible for it sarmpiing

RISULTATURESULTS
Adverse Analytical Finding

Le analisi affeluate syl complone B sopra siportaio hanno confermald 1a presenza dil The compiete aralysis o
. CONTINUGUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR ACTIVATOR (CERA)

‘ylics! regulls eafer exciusively fo the samples incieded in the rmporl.

f the 8 sample sonfemed the presence 6f:

NOTE, PARGRI ED INTERPRETAZION INOTES, OPINIONS AND INTERPRETATIONS
* Canferma esterna in accardo con guanio previsia dalla narmativa WADA ricevuta in data 08:07/2010 ) External confittaiion aceond

on 08012090 e A

tra

19 to the Wada ruigs received

&
C0: WARALADALS) =
%)
2, Ml
Viglata & siproduzitse parziale dol presents Gocumeente $ake AUCr2zong scrlla el Direttors Seientfize & Page 1/ t
Parial reorodaction of His raport without euthorization of the Seiendfic Digslur ¥ fockiccen
34, RPIOY Rew.5 Pag, 141
Ril PG401 - Mllezala

797
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Summary

On request of the Athlete, and as indicated on the Documentation Package, on the occasion of the
“B" analysis of sample code 3511158, the steroid profile of both the “A” and the “B” samples has
been performed.

The results presented in this document refer to (1.1) the steroid profile of the “A” sample originally
obtained during the initial testing analysis of the “A” sample and to (1.2} and (1.3) the steroid
profile of the “A” and the "B” samples obtained during the “B” sample analysis, respectively.
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Supplement to the Docurnentation Package

1.1 Steroid profile of the “A” sample (date: 06/05/2010)

:\1\DATAMS014\RT\100505\84BA4433.D

Sample name:

Abu%:\bundlmtsm R
aopo] 50000
3000

Time—> 15.00 1520 15.40
RT=15.3110.01

ALT= 91.6$14.3

15.6%
CAL T/E=4.99
1000 TEDEUT=4 . 06  13.230

PileCALs S4ECAL-1.D

15.31 Densita=

{ALT ISTD= 8829
1.010M

Sample A/B code 3511158

pag. 7
Date: 6 May 2010 00:46
6) (RT ISTD= 15.31} vial 28

ACOMODE="SIM

1]

iifzn 1430

Time> 1300 130 1320 1330 1340  13.50 13&1 1370 1380 1390 $14:00, '"é
Ares Coneg. Abundanm TESTO-D3 1 1MUWBONM I'O, +
Metiltesto 1987826 200 a0000]435-432 .T
Testo D3 1622099 100 ;
Epitesto D3 402185 25
Andre glue D4 1323864 200 !
Etip D5 868520 200 20000
5a3adiol D3 113772 S50
sbiadiol DS 166447 50
Testosterone 17562 1.2 2.3 WD Time.» 1380 1400 14.20 Y Timé .
Epitesto 190948 16.7 33.4 Abundance EPI-D3 117 9Abundanm
Androsterone 12421200 1879 3758 435-427 100000
Etiocolanolone 3709665 756 1511 Il
Saladiol 33992 17 34
Sbiadiol 21135 3 19 5000 |
DHEA 15330 24 43 50000
11KetoBtio 287265 78 157
SaAnd-dicne 0 a 13
S5bAnd-dicne 0 4] o B EE . Rl | SR 118 g L
Pregnanediolo 3176233 230 459 Time—» 13.20  13.40 Time—> 1420 1440 1460
11bOH-Andro 3541715 816 1632 Abundance DHT Abundance 5a3a/5b3aAn
11b0H-Etio 330850 81 163 405-434 2
Andro MonoTMS 32475 1000
Conc. Area NormDeut NormCal
T/BE 0.1 0.1 0.1 0.1ND 500
Andro/Etio 2.5 <) k)
Sa3ab/5biaD 1.8 1.6 ++
Andro/Testo 1622.5 707.3 ++ S0 Sb thew
5a3al/Epi 1.0 0.2 Time—> 1340 1380 Time-> 1160 1180
11bOHE/CHA 0.1 0.1 Abundance L1KetoBtic Abundance DHEA
mmmdromla:icﬂ)s Abundance Sa3aD3/5b3aDs S05-41% 1000/237-327
423-424 0.8 244-261 - £000
3000 A
f\ 1 4000
1 |
10000 fal | l 500 Fu
‘m I III I' II m r |
ﬂl ¥ . y Ir_-m,-’ OHEA 11_"_—*
ol - '?*!1- r:‘%&ﬁno—’ 13.00 1320 1340 Time> 1270 | 8012901300
Mime-> . 19,00 11.20 11,40 1160 Time—> 1140 11,60 12,80 Abundance SaRndione Abundance SbAndio
Abundance ATl noT™S Abundance Pregnandiola 1275-432 80013
aooiz‘:z 3?‘? 0.3% 450000/117-269 Iq 4000/0 . 0%
2 1 |
; i | |
e - 100000 | !
| 2000
400/ Il,\ | 'I I
zoo -"\-q.w._.l'ﬁ__. o |I : { ~EN
i ; o Fal ] i | = e S el
ko ANV, N S e e Tine—> 980 970 9.80 5.90
Time—> 830970980990 Tl"lo>15!l:-'|!|-ltlT§§£"b1E
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Sample A/B code 3511158

1.2 Steroid profile of the “A” sample (date: 15/06/2010)

S:\1\DATAMSU].'F\RT\100615\545-10200{ A4433.0

Sample name:
Abundance Abundance 1STD

{ALT ISTD= B4064)
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Laboratorio Antidoping -FMSI

Supplement 1o the Documentation Package

Sample A/B code 3511158

1.3 Steroid profile of the “B” sample (date: 15/06/2010)
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