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List of Laboratory Staff Involved in the Test

Sample A code 3511158

INVOLVED
SURNAME NAME INITIALS POSITION TITLE SIGNATURE AND HANDWRITTEN INITIALS
ABATE MARIA ROUTINE DATA MANAGER _ X
GABRIELLA MGA | SENIOR ANALYST /0{/‘ %sz/vﬁ il
QUALITY CONTROL MIANAGER
ALoccl ROBERTO RAL |ANALYST @2‘@ AL
L X
BARBERINI STEFANO SBR | TECHNICAL SECRETARIAT E)L,Ln QIJ 5 Sk
i X
SCIENTIFIC DIRECTOR %_, p)t/_ -
BOTRE FRANCESCO FMB |HeAD OF LABORATORY F
BRAGANO
MARIACRISTINA MCB | SENIOR ANALYST NEL\—S e
CIACCIAVICCA PIETRO PCC |ANALYST )2““&“ Qe"
CIANCIULLI ALESSANDRO | ACI | ANALYST A4 é
COLAMONICI CRISTIANA | CCM | SENIOR ANALYST (Blobrnomss’ 1
‘o (Gp€ X
éi,f.'r‘ _6),_.’%(4, =
CORPETTI GIORGIA GIC | SENIOR ANALYST 1 2R e ¢
CuRcio DAVIDE CUR | SENIOR ANALYST DCU‘“""KO QLR
X
DE ANGELIS FRANCESCA | FDA | ANALYST j "*‘“’)"%/ ~ DA
DE FELICE FABIO FDF | TECHNICAL SECRETARIAT Aatio sk e TrF
X
DEPUTY SCIENTIFIC DIRECTOR )/ . L(p% ‘k
DE LA TORRE XAVIER DEX | TECHNICAL DIRECTOR i PR
_ o[G0
DI Cicco TERESA TED |ANALYST ﬁy\ M Gus €D
DONATI FRANCESCO DOF | SENIOR ANALYST A =3
—
FOLCHITTO FABRIZIA FAF | SCIENTIFIC SECRETARIAT MANAGER
) ( ¥ /.
FOSCHI CRISTIANO FOC | TECHNICAL SECRETARIAT P (J dnes Ly
\ -~ =
GARRIBBA FLAMINIA FLG |SENIOR ANALYST Aot He
JARDINES DANIEL DAG | SENIOR ANALYST ”,.7/)””7 oo 2 A
DWTMW
LONGO DONATELLA DLO | SENIOR ANALYST Dl
| MANCA MANUELA MMN | TECHNICAL SECRETARIAT W@QL \%f“’- ok
MAZZARINO MONICA MMZ | SENIOR ANALYST I‘““"}‘ZI‘"’ f
'b[ X
| MOLAIONI FRANCESCO MLJ [ SENIOR ANALYST é‘ 4? W
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X
ROMANI ROBERTO RRM | ANALYST gm m QRV\
SPIRITO ELENA ESP | QUALITY MANAGER tﬁ”\ [W:D fi-f

wfgm bty psr

STEFANUCCI ROBERTA RST | TECHNICAL SECRETARIAT
STRANO R0OSSI SABINA SSR | SENIOR ANALYST 5"“‘“ WL-

X
TURI STEFANIA TUS | SENIOR ANALYST M 5
VENDEMIATI DAVIDE DAV | TECHNICAL SECRETARIAT ‘Dm/ "}ew[\ [/,-r/{:v
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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 visually inspected by SBR on 03/05/2010. Sample 3511158 was identified
with internal code 10E003 A4433. The ‘A" samples were stored at 4°C waiting for
aliquoting, while the “B” samples were immediately stored in the freezer (-20°C). The seal
of sample internal code 10E003 A4433 was broken and aliquoting (for EPO analysis) was
carried out by TUS on 03/05/2010, while RRM aliquoted the samples for all other
screening analyses on 04/05/2010. On 05/05/2010 FDA measured the pH and the specific
gravity.

TUS performed the screening procedure between 07/05/2010 and 11/05/2010. The
screening analysis was newly performed by GIC between 11/05/2010 and 13/05/2010.
The screening analysis showed a suspect result for the presence of Continuous
Erythropoietin 'Receptor Activator (CERA). TUS requested one additional aliquot of sample
10E003 A4433 for CERA confirmation and one for the stability test on 17/05/2010.
Aliquoting for confirmation was carried out by TUS on 17/05/2010. The complete
procedure of detection of recombinant erythropoietin and analogues was performed by
TUS between 20/05/2010 and 22/05/2010. The results matched our internal criteria to
report an Adverse Analytical Finding for CERA.

On 25/05/2010 Dr Frangoise Lasne, head of the biology department of the WADA
accredited Laboratory of Paris (France), evaluated the results and confirmed the presence
of Continuous Erythropoietin Receptor Activator (CERA) in the sample code 10E003

A4433.

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

list of laboratory staff).
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SECTION I:
RECEIPT AND HANDLING OF SAMPLES
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.1 Documentation of shipping and receipt of intact samples
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1.2 Doping control form
Please write legibly ard.in CAPITAL leftars / Ecrirs lisiblemant en megjuscules

DOPING CONTROL FORM
FORMULAIRE DE CONTROLE ANTIDUPAGE

2. IHFGRIM'I'IOH FOR AHhLYEiS » {ﬂFﬂRMﬁﬂMS'Pﬂm L'HJ\'N.)‘SE
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1.3 Laboratory sample reception form

Sample A

code 3511158

ACCI:TTAZIDME STRAORDINARIA

{ Pag. 11
| A | Rewv. 1
Fif, PGODA -
DATADIRICEVMENTO: * () 7 O& /O OrA: %, Lo
N BORBE DI TRASPORTO RIGEVUTE: e
RICEVATE YRARITYE ;
) MEICO | COBNDME & N0ME . ’ FiRtaa
SPORTIVD
Ylormere ICENTIFIGATIVO M vETT
T AT (w’* 322 746
3 POt IDENTIFKCATIVG Y e —
L) ALTRO Jé}:?.\}ﬁmcmm) fCRONOME E NORME N? vs,—'mjm. SR
N CarennpiCustoon [ A A 003 /2010
C‘SS&PM; JONI:
LA CONSERVAZIO NE Dt CAMPINT AW;&;NE SECONDO BUANTEY @Ecnmcar@ NELLE PGOSWRGO1S

SIGLA B FiRMa DL PERSONALE GHE MA BEFETTUATO LA RICEZIO R

VAl M

—

SR IR s e e e e o e o e i N prd e e ke

! DA COMPRARSS 4 CURA DEL PERSONALE DPO AVER EFFETTUATO LA RICEZIONE:

LOCALIZZAZIONE [):,, )/Z,\) / _
BORSE: %7
A

l SIGLA E FIRMA DEL PERSONALE CHE HA EEFETTUATD LA RICEZIOME
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I.4 Documentation Linking Sample Identification Number to Laboratory
Identification Number (Laboratory sample registration form)

RIF. FL04B 1008

ACCETTAZIONE E REGISTRAZIONE CAMPIONI

RIF. PGOG

LOTTO DI ACCETTAZIONE N° ABEGD3

CATENA 01 CUSTODIA: iw 03!20‘! 0

DATA DI RICEVIMENTO: 02105«’2010 -
ICEVUTA MITE: CORRIERE

SPORT-GARA: |ATHLETICS  GARA INT.LE DI MARGIA 20 KM -1AAF  |SVOLTA IN DATA: 0110572019

LOCALITA:  |SESTO SAN GIOVANNI FEDERAZIONE IARF

CAMPIO

INTERNO

ESTERNG

ey

]

CAMPIONIAE B CAMPIONIAEB CAMPIONIAEB
ESTERNO INTERNO ESTERNO | INTERNO | ESTERNO | INTERNO

=

J’(W

P

- | CAMFIONUA” SOND STATI COLLOCATI NEL FRIGOICONGELATORE: PRI __ e e eme b Bape Sa a o =

ILLOTTO E' STATO ACCETTATO REGOLARMENTE?

L:fﬁ\l\ Uno vepere RAPPORTO FLOGZ RIF.PNC N° FRQT
' N* PROT
N°* PROT

CAMPIONI SOSPESE

DATA, BIGLA E FIRMA DEL RESPONSABILE ACCETTAZIONE S >
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initia

I.6. Sample chain of custody (Distribution form of aliquots for
dures)

testing proce

Richiesta di distribuzione (data, sigla & firma dal fichie

RIF. PGOO1

LOTTO D ACCETTAZIONE: 10E003

/

wB
0 Xt w X1t x | Ero SERVAZIONI
CODIGE sex| ® ! a2 .x ¥ o OSSER!
INTERNO (X}
mt_ al. mL mi mb mb L mL
5 20,5 2 2 1 3 50 20
x C—
AR433 % X X X X X X X °
- X — = % " = T
- % —_ e X e = —
= X, e l.ln...u.\ X — - b
L
== Y i ey X = — -
- s o X s = == _!|‘|.|[||
-
OPERATORE| .. Aliquots ripartite Verif, Unic. Ubic. Osservazioni I
(sigla} . DA A D Aliquote “A" RES.
, man, [ Gilson [_(SA )
—2%, |l |Atusa |aussy |0f |FRole | FReie | coo oo 5 =
. y g Man. [ ] Gilson [(SACERL )
22N ﬁ..wwwo " “ o | F oAy ol
Man. [ ] Gilson [_](SA )
Man. [ ] Gilson [ ]{SA
Man. a Gilson Dﬁm‘y )
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SECTION II:
SAMPLE 3511158

INITIAL TESTING PROCEDURE AND
CONFIRMATION RESULTS

14/70
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I.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.

II.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

15170
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I.1.2 Preanalysis results

RO RS ETAT ESAWN FRELWNAR) o G
Comookomaoise _ jomms
!Gi'uhﬁﬁiglo; e [[Jversapack K] senumcer (Jame___ 3
vdtqus" @’,'-?RE GED:W vt OSSERVAZION) ”

S ——— —————
Pl —

ot BN =

L &

by
o sl-Lm RAPPORTO FL0G2 m.!nc N i,
opsmrmm L

Pagliine; 8 Glalb scixoid Rusa-biting; § Rasso: 6 Ao
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11.1.3 Preliminary determinations
PH : Colorimetric determination

Specific gravity Electronic densimeter

17770
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RIf. PG001

SR " Lotto di acceltazione !

"Péso Specilico (5.6 3 Cettura

eqq .DS003 | HO . : ,\.?9*9,@?'{;”};
Interv, Accett. {0.9995"0..599_8} 3

: ' Tampone pH 7,
| _Tampone pH 4.

* Codicl
. Campioni

05/06/10
Data

Ih sponsablle
esedUzions misure S.G. 05/05/10
. Dito
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CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR
ACTIVATOR

(CERA)

INITIAL TESTING PROCEDURE AND
CONFIRMATION RESULTS

19170
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I1.2 Initial testing procedure Test Data

I1.2.1 Initial testing procedure Analysis 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;

e isoelectric focusing;

o first blotting;

* incubation with the antiEPO antibody;

e second blotting;

¢ incubation with the biotinylated secondary antibody;

e incubation with the streptavidine-peroxidase complex;

e covering with the chemiluminescent substrate;

e exposure of the membrane and acquisition of the image by a dedicated digital camera.

20/70



Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample A code 3511158

11.2.2 Instruments and instrumental conditions

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

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
90 W
time: 30 min

Second blotting:

35V

mA adjusted for the gel area
40 W

time: 10 min

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

[1] rhEPO and NESP standards (BRNE)

[2] 10E003 A4433

[3-12] Routine samples

[13] rhEPO and NESP standards (BRNE)

[14-24] Routine samples

[25] urinary EPO standard (NIBSC)

[26] rhEPO and NESP standards (BRNE)

[27] Mircera standard (Mir)

21/70
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11.2.3 Initial testing procedure - Aliquot chain of custody documentation
Worksheet for the initial testing procedure

.

FEDERAZIGNE MEDICO SPORTIVA ITALIANA ) FL119
' LABo_éth'ﬁib ANTIDOPING R Sy A e
L RIGERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegato W Pag. A0
| : Rev, 9
[Data ¢ ora dilnizio analisi. % (5 | Lo AO.O2 . =3 .
Lotio di accettazione Codice camploni preparati

{OE DAA LR

A~ PREPARAZIONE DEL GEL 17 X8 X 0, fCM _
1.@" |Pesare 14,71 g di urea [R-181 Lofto il | 1,75 g di saccarosio [R-306 Lolto «<{ e
trasferirll in un pallone di reazione da 100 ml posto su un agitatore elettromagnetico
2 & |Aggiungere 14,17 ml di acqua ultrapura & 1,89 ml di anfolita 2-4 [R-168 Lotto oy ], 1,69mi di
anfolita 4-6 [R-169 Lotto ¢l ] 4,74 mi di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lottoec2 )
3 B~ | Tappare il pallons & collegarlo ad una pompa da vuoto per 15 min.
4 17 | Hetfratterpo-(durante 118 minuti): :
© @)~ delérgere I¢ lastre con etanolo assoliito [R-033 Lotts €22 |
b). far aderire || Gelbond alla lastra df supporto poneridovi Fopportuna quantita di acqua
ultrapura _ A - :
¢} eliminaré le eventuali bolle d'aria & Pacqua in eccasso ponendo sul Gelbond un fogtio di
 carta da-filtro-e facendo pressione cdn un rulle ‘
d} sovrappoire la seconda lastra
e} bloctare le lastre con le apposlte plnze
5 Jo- |Preparare APS sciogliendo in una vial di plastica da 1,6 ml con teppo 100 mg dl persclfato
d'ammonio [R-179 lottotyy ) in 1 ml di acqua ultrapura e agitando manualmerite
8.2 |Agglungere 31 ul di TEMED [R-180 Lotto ©o ] e 310 pl di APS nel palione
7 f |Lasciare 30 s in agilazione
8 &7 |Prelevare la soluziene di gel mediante pipetta & (rasferirla rapidamente fra le due lastre, avendo cura
di non genarare bolle d'aria :
9.8 (Lasciare il gel per almeno tre ore nella camera umida

B- PREPARAZIONE DEL CAMPIONE -

| A1 per screening e conferma(non SDS PAGE) OTA (per la purificazione per fmmunoaffinitd) andare
al FL162

T O/ | Condizionare Il camplane a temperatura ambiente e preparare la soluzione Complete portando a

volume con acqua ultrapura in un matraccio da 10 mi § tavolette di Complete 1 [R-172 Lotto Ic¥ je

mescolandg mediante aditatore elettromagnetios Z

114 & | Prelevare 20 mi di urina® (incaso-di-prelievi-inferiori-portars-a.-20-mi-con- TRISHG50 mM-[TRISHCI

S50-Lelto-———) e trasferirli in una proveltada 50 ml  ~C2% (s (L

120157 | Aggiungere 400 pl di soluzione Complete {200 ut ogni 10 ml di urina)

134 2 | Aggiungere 2 ml di TRISHCI 3,75M [TRISHCI 3.75 Lotlo 22, ] (1ml ogni 10 mi di urina)

14/1 f | Controllare il pH con delle strips indicatrici In modo cha sia compréso fra 6,8 e 7,9; in casoe non risulti

] nel range, correggerlo con-tampene TRISHEI3 Z6MITRISHECES 26 Lollow—. |~ M {g Lo
161153 | Centrifugare per 10 min nella centrifuga refrigerala a 20°C con rofore basculante a 3000 ref

> E' passibiie preparare quantit differenti purché restino Invariate la praporgiont. N,
In casu o urina dituita e prelievl maggion, prefavara le quantita di Complete & i TRISHGLA 75 rispattando | rappont fra § resttivi,
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RAZ FL119
bdmon.qromomnnopms
_ ; RICERCA DI ERITROPOIETINA.BI QMI?;INMTEE ANALOGHE
Rif. MP031 - Allegato N Pag. 2110

| : Rev, 9

16/ | Applicare alle provette il componente della filtrazione del kit Steriflip, assémblandolo in posizione
verticale

17147 | Ruotare delicatamente di 180° il Kit agsemblatn

18401 | Collegarto alla pormpa da vuola per Ia filtrazione

19/1,¢1 | Trasferire il filfrato nelle provette amicon ultra-15

20/ £ | Centrifugare per 20 mif nella centrifuga refrigerata a 26°C con rotore basculante & 3500 ref

24/ i | Eliminare il flitrato € lavase [ filtro rlempiendo la parte superiore della Amicon uitra-t5 con TRISHCI
50 mM [TRISHCI 50 Lotla &< } e 400 ul di suluzions Comptete {2001 ogni 10 mi di urina)

22 a°| Centrifugare per 20 min-nella centrifuga reffigerata-a 20°C con rotore basculante a 3500 ref

2317 | Nel fratiempo lavare le Anticon. ultra-4.con:2 mi di acqua ultrapura ponendole a centrifugare a 5000
rpm per 20 min nella centrifuga refrigerata.a 17°C con rolore ad angolo fisso.

24/L i7" | Prelevare con una microplpetta dalla parte superlore delta Amlcon ultra-15 (| residuo (circa 120pl) &
trasferlrlo nefle Amicon ulfra-4 precedentemente:lavate (anche se si usa il FL162)

25/1 7| Centrifugare & 5200 rpm per G0 min nella:centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fizso
261,71 | Misticare ) volume d ritentato, trasferirlo In una vigl di raccolia e conservare In frigotifero (nel caso si
intenda utilizzare oltre'la 24 h, conservarerin congelafore a —20°C)

Ol (PER TEST DI STABILITA) _ _

1041 | Centrifugare 8.6 ml-dj.urina per 10 min a207C cen rotore bascutante a 2700 rcf

1141l 17| Mettere 0;5 ml-di sovranatante in una provetta Microcon

1201 G| Aggiungere 20 pl di Pepslatina A:e 5 W di $oluzione Complete

13l | Centrifugare a-6200 rpm 'per 20 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angols fisso,
concentrando fino ad un volume approssimative di 30 pl

14/11 01| Aggiungere 200 ul di tampone acetato 50 mdd nel restante campione e mescolare con vortex prima di
capovelgerio 3
15/1l | Capovolgere la Micracon e centrifugare a 3000 rpm per 10 min nella centrifuge refrigerata a 17°C con v
rotore ad angolo fisso '
1601 O | Portare 1l volume del campicne recuperato fino a 0,5 ml con tampone acstato 50 miv

1701 O | Aggiungete 20 pl di Pepsiatina A e 5 ul di soluzione Complete

18/ O | Incubare per 15 + 2 min a T ambiente

Il 191 o | Aggiungere una miscela di BRP e NESP in modo da oftenere una congentrazions parl a 1.5 volte la
concentrazione usata per gli standard di riferimente

2041 (3 | Incubare tutta la notte'a 37°C
2110 | Prendere 20 ul & riscaldarli a 80°C par 3 min
22411 £1 | Andare al punto 27 e seguire il procedimento (esclusi i punti 28 e 37)
C ~ FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE
27 3" | Accendere il refrigerante, impostando ia temperatura a §-10°C
285 | Prelevare i campionl trattati dal frigo
290 Prelevare il Gelbond e tagliarlo di lunghezza pari & 16,6 cm utiizzando la parte pia omogenea o
lasciarto tal quale
30" | Posizionarlo sulla piastra del Multiphor I, gi% bagnata con kerosene [R-171  Lotto oy, ]
314 Rimuovere l'eccasso di kerosene con carta da filtro

e Ay T
RN ey o T

B T e e

<

S8t i Y N it

R

W
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32,40

Preparare la soluzione catodica aggiungende 2 1,9 ml di acqua ulfrapura 100 pl dl soluzione di
anfolitl 6-8 [R-170 Lotto &5 Je 10 pl di RMET [Lotto < |

33.a”

Posizionare sui lali pitt kunghi le strips imbevute rispettivamente della soluzlone catodica ed anodica

3ar

Chiudere il supporto s impostare i seguenti parametri:

Pdtenziale: 250 V

Corrente: 17 mA {proporzionale alle dimensioni del Gel)

Poteriza: 17W

Durita: 30 min/ 60min
O nel caso la lunghiezza delgel sla par 4 26 cm:

Potenziale: 250V

Corrente:  25.mA

Potenza: 25 W

Durata: 30 min/ 60rmin
Completare la:seguenfe tabella con | parametri df inizio e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Tempo

(V) (mA) W) (min}
185 25 5 o

25¢ 2 (€] BY

“

B

Prelevare gli standard dal congelatore

36,0

Preparare gli standard:

MISCELA BRF NESP 1-2 (BRNE1-2)
Aggiungere 0,32 ~ 0,16 ng” di BRP [BRP Lotlo<sis 1a0,2-0.1 8ngdi NESP [NESP Lolto<x3 |

MISCELA BRP NIBSC (BRNIB}) .
Aggiungere 0,16 ng’ di BRP [BRP Lalto }a 0,0025 ng” di NIBSC [NIBSC Lotto ]

MISCELA NESP NIBSC (NENIB)
Aggiungere 0,15 ng® di NESP [NESP Lotto ] @ 0,0028% ng di NIBSC [NIBSC Lotto }

SOLUZIONE NIBSC 0,02U1- 0,04Ul (NIBSC1- 2)
Pretevare dalla soluzione standard [NIBSC Lotto<¢t ] 10-20 !, in modo tale da oftenere una

soluzione da 0,02-0,04 U]

SOLUZIONE MIRCERA (MIR) o
Pretevare 20 pl dalla soluzione standard di Mircera  [MIR Lotto <53 ]

SOLUZIONE Dynepo (Dyn}
Prelevare 20 ul dalla soluzione standard di Dynepo __[Dyn Lotto 1

37a0

Scaldare | campioni a 87 °C per 6 min 37b L7 aggiungere quantita sufficiente di urea poco
a poco fine a saturazione andere a punto 39

380

Imimergere | campioni precedentemente scaldati, nel bagno refrigerante per 30 s

3

Agglungere: -al camploni il 10% di Surfacts-amps 80 (Tween 80) [R-166 Lotto <xd | per volume di
ritentato

-agli standard (eccetto Mircera) agglungere 2,2 ul di Surfacts-amps 80 (Tween 80) [R-

T e S N LY

166 Lotto «=<4 ] ogni 20

>4 Ul =6 ng. E' consgntito variare le quantitd purché ta concentrazione raggitinta non superi quella eorrispondente a 3 volte il LOD.
E* consentite variare il volume di RMET purché il rappodo fra il velumne della seluzione di anfoliti G- o guailo tolale resté invoriata,
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FocaLIZZAZIONE

407

catodo nel numero corrispondents al campioni ed agll standard

Aprire Il supporto e posizionare le strips portacampionl (o applicatori & pozzetto) dalla parte del

41,8
BRNIB
NENIB
Dyn®
MIR
NIBSC (102) 2
BRNE (102)
Bur®
USPIEPC*
CAMPION!
BRNE({102)
NENIB
BRNIB
Oppure nel caso la lJunghezza det gel sla pari 25 cn;
NIBSC:(1 0 2}
BRNE (140 2)
Bur®
USPrEPO®
CAMPIONI
BRNE (102}
CAMPIONI
BRNE (1 0 2)
CAMPION]
NIBSC (102)
BRNE (1 02)
NIBSC (1 0 2)
Dyn®
MIR

Prelevare | campioni e gli standard & posizionarli sulle-strips” secondo il seguente schema;

i

= S

s Y g e ",':_'_-_;:}-:_:
ot S A U e e R S

e Aem

R T St ST
€ i e s s

5

Lo

S LS

Compilare la tabella seguente in base alla sequenza dl caricamento:

s

et

Posizlone * Campione Volume di ritentato (pi)
) RO WESE Mot AO
2 A& 002 1,627 Yy,
3 . -
4
5
§
7
3 _—

 Quantitativo masshine per ogni strip/pozzetio; 20 wl ; In caso di volumi superion, sovrapporra un'allira sirip e ripalere laperazione, La
rcaldnm degli standard pud anche essere variata, purché i camploni restine in posizione centrale, La sequenza descrilta & indicativa.
11 BUR & abbligatorio solo in sede di sonferma; in baee alla sostanza da confermare serh implegala la USP cordspondente; in sate dl

screening @ possibile omellere la presenza dello stondard di Dynepo.
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9
10
7
12
:: _PRE 4 KESe bty

18
16

17 ==
8
18

20 e
21
53!

23 T
24
25 AOASS [ Ly
£ PoR1o ~— ek (e+10
27 : : L{}L& 2c
28
29
30

42 | Chiudere if supporto e impostare | seguenti parametr:
Potenziale: 20600 V
Carrente: 17 mA
Potenza: 17 W
Potenzlale per ora: 3600 Vh
O nel caso la lunghezza del gel sta pari a 25 cr:
Potenziafe: 2000 v
Corrente: 25 mA
Potenza; 25 W
Potenzlals per ora: 4000 Vh
Completare la seguente tabella con | parametri di inizio e fine corsa:

Potenziale Cairente Potenza Potenziale:per ora Tempo
(V) (mA) (W) o vm) (min}
2% 9 s | sl
IS isT 5, & =ty Lo B

4301 | Tagliare due reltangoll di Durapore e Immobilon P & 16 rettangoli di carta da fillio” o simile delle
dimensioni dl 8 (esatii} x 16,5 om, Net caso la lunghezza del'gel sla pari a 25 em, le dImensioni sono
% 8 % 22,5 om. '

44,77 | Preparare GLI-TRIS aggiungends a 7,21 g di Glicina [R-164 Lolte &% | 1,619 di Trizmabase [R-
167 Lotto ™% ] e porlando a volume con acqua ultrapura in un matraccio da 500 ml, i
45431 | Quando il potenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare Ire vaschslte delle dimensioni di 25 x 26
x 8h em contenentl rigpettivamente metanolo [R-038 Lotto=92, ], acqua ulfrapura e GLI-TRIS

B " a— ¥ -
£’ conseriito variare il numesro dai fgli @ seconda dello spessore della cana,
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464 |Immergere un rettangolo della Immobilon P nella vaschetia confenente mstanolo per 1 mlnuti;_;
quindl immergerla in quella contenente acqua per 2 minutl e quindi in quella contenente GLI-TRIS
.| per almeno 20 minuli e posizionarta sullo Slow mixer,

47 |lmmergere un rettangolo della Durapore nella vaschetla contenents GLI-TRIS per almeno 20 minut!
e posizionarla sullo Slow mixar,

48 1 |Quando la corea eleftroforetica é a circa 3500Vh nel caso lunghezza del gel sia pari &2 16,6 cm o
3800Vh nel caso la lunghezza sia pari a 25 ¢m, appoggiare al bordi della vaschelta contenente GLE
TRIS | fogli di carta da filtro in due pacchetti da quattro clascuno®, in modo tale che si imbevano di
soluzione per capillarita. .

-

490 Prolungare la corsa
S0 _ o Vo s ek i NO [randare af punts 60
Al termine della corsa (3600Vh nél caso lunghezza del gel sia pari
a 16,6 om o 4000Vh nel caso 18 lunghezza sla pari a 25 om),
impostare i seguenti parametri per 10:18 minutl masxe

Potenziale: 2600V

Correate; 17 mA

Potenza: 34 W

Potenziale per ora: 500 Vh
O nef caso la lunghezza del gel sia pari a 25 cm:’

Potenziale; 2600 v

Corrente; 26 mA

Potenza: 50 W

Potenziale per ora: 500 Vh

Completare 1a seguente tabélla con i parametri di inizio e fine

corsa:
Potenziale | Corrente | Potenza| Polenziale perora | Tempo
(M (mA) (W) (vh) (min)

50 |Eseguire il controllo visive per verificare 'uniformita della migrazione del rosso metile e se possibile
fotografare il gel

D - PRIMO BLOTTING

610 [E possibile immergere il gel in una vaschetta contenente Gli-Tris 2 (preparata di fresco pesando
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina e portands a un velume pari a 500ml con acqua ultrapura)

52 |Posizionare il Gelbond sul film remover e tagliarlo in modo che [a larghezza sia esatiameants 8 om @
la lunghezza 16,5 cm 0 22,5 cm.

5317 |Prelevare dalla vaschelta Il reftangolo della Durapore e sovrapporio rapidamente al Gel o
analogamente sovrapporvi il rettangolo della Immobilon P e quindi un pacchetto di carta da filtro
prelevali dalle vagchette.

540 Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare fe bolle
d’aria.

55 | Capovolgere linsleme {pacchetto, Immobilon P, Durapore e gel) sulla piastra Multiphor 1
5619 | Rimuovere il gel dal Gelbond e sovrapporyi rapldamente il secondo pacchetto di carta da fillro

577 | Sovrapperre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare le bolle
J d’aria,
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6812 |Chiudere I supporto & impostare [ seguenti parametri:
Potenziale: 40 V
Corrente: Area del gel
Potenza: 90 W
Blurata: 30 min
Completare la seguente tabella con | parametri di inizio e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Tempo
(v} (A} (M) (i)
2 a2, 2 (o
S, ] SR (t o
5947 |Preparare PBS e DTT, '
PBS - ki 4
Porters a volume con acqua ultrapura: in un matraccio da 1000 ml § tavolette df tampone fosfato
salino [R-165 Lotto 8- | Mescolare mediante agitatoré elettromagnetico, I
DTT : :
Portare a volume con PBS In un matraceio da 250 mi 192,8 mg ditiotreitolo [R-182 Lottoeors |,
Tale soluzione deve essere.utifizzata entro trenta minuti dalla preparazione, causa ossldazione.
60,2 | Al lermine delfa migrazione, dopo aver aperio il supporto 1 |
Mettere [h una vaschetta da 30x 15 x 8 cm 250 mi di DTT e immergervi it rettangolo di Immobilon P
{IP1) .
61z |Posizionare la vaschetta per 60 minuti itvincubatore a 37°C.
623 |Preparare le soluzioni LFM
LFM 5%
Portare a volume con PBS in un matraccio da 250 mil 12,5 g di latts in polvere a bassi grass!
[R-178 Lottoe 2. |. Agitare con agitatore miaghetico.
LFM 1%
Portare a volume con PBS in un matraccio da 100 ral 1 g di latte in polvere a bassi grasst
[R-178 Lottog)3 - ). Agitare con agitatore magnatico,
[
6345 |Lavare la IP1 con PBS, meitere in una vaschelta da 30x 16 x 8 cm 250 mi di LFM 6% o immergervi
il rettangolo di 1P
6442~ |Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 60 min
6541 |Lavare ia IP1 con PBS
ss/a‘ Preparare la soluzione Clone AE75A
Aggiungere 40 pf’ di anticorpo anttepo [R-173 Lotto &2} a 40 m! df LFM 1%
678 |Mettere in una vaschetta di veiro da 17x 8 cm (dimension| intérne-oppure da 25x 13 om in caso di
gel da 25 om) 40 ml di soluzione Clone AE75A e immergervi la-IP1
6875 | Posizionare la vaschelta sullo Siow mixer per 80 min; In caso di tempi superiori, porre fo Slow mixer
’ in frigorifero (in questultimo caso dopo aver folta la vaschetta daj frigorifero lasciaria ad agitare
‘ stlle Slow mixer a T ambiente per circa 20 min)

? Ned oeso df vaschette di dimensioni inteme: 25x 13 ¢, considerara un volume totale di 50.mi o quindi variare opporunaments le
praporziont fra i reattivi, TR
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69@” | Preparare le soluzioni:
PBS

-LFM 0,5% .

Portare a voluie con PBS in un matraceio da 2000 m! 10 g di latte in polvere a bassi grasst
[R-178 Lotto<™. . Agitare con agitators magnetico.

=250 ml ¢i:

[&LFm 5% )
HNK:aggiungere 250 pl di Indian ink [R-177 Lotto 1 & 250 mi di LFM 5% precedentemeante
preparato i

708" |Lavare in una vaschella da 30x 15 x 8 om la IP1con Ia soluzione LFM 0,5%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuto

7145 | Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponendo la vaschetta sullo Slow mixer per 10 minutl

E - SECONDO BLOTTING

72 [3” | Preparare I'acido acefico 0,7%

Portare a volume con acqua ltrapura in un matraceio da 500 mi 3,5 mt df acida acetlco

[R-008 - Lottocta, .

| [73e Preparare tre vaschelle delle dimensioni di 26 x 25 x 8h cm contenentl rispettivamente metanolo,
acqua ultrapura e acido acetico 0,7%

740 [Immergere un reftangolo della Immobilon P nella vaschetta contanente melanolo

[R-038 Lofto <532 . | per 1 minuto, quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minuti &
quindiin quella contenente acido acetico 0,7% per almeno 26 minuti

7641 |Immergere un reltangolo della Durapore nella vaschefta contenente acido acetico allo 0,7% per
almeno 20 minuti,

7648 |5 minuti prima di ulilizzarl, appoggiare al bordi della vaschstta conlenenté acido acetico 0,7% i fogli di

l carta da filtro'o simile In due pacchetti da quattro ciascuna®, in mado tale che si imbevane di soluzione
per capillarita
( 7741 | Sullz piastra dél Nova Blot posizionare Il pacchetto da quattra fogli di carta da filtro

78 | Lavare la IP1 con PBS e sovrapporia rapidamente al pacchetto

791" |Sovrapporre rapidamente la Durapore

803 | Sovrapporre rapidamente la Immobilon P (al termine della corsa nominata 1P2)

81p1 | Sovrapporre rapidamente il pacchefto da quattro fogli di carta da filtro®

821) govrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con i rullo, per eliminare le bolle
"aria,

83/ | Chiudere il supporto e impostare  seguentl parametri:

Potenziale: 35 v

Potenza: 40 W

Corrente: 0,8 mA x Area del gel
’ Durata: 10 min

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

Potenziale (V) Corrente (mA) Potenza (W) Tempo(min)
4 £54 £ ol
L & ASé B A
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8447 | Sl éinterrotia 'analisl allincubazione con l'anticorpo primario
Cilln NO @andare al punto 85

Preparare la soluzione LFM 1%

Portare a valume con PBS in un matracelo da
100 ml 1 g di latte In polvere a bassi grassi [R-
178 Lotto ). Agitare con agitatore

magnetico.
858" [Al termine della seconda migraziong aprire il-supporto, prelevare il retfangolo di IP2 e immergerio in | |

una vaschetta da 30x 15 X 8 cm 250 mi di LFM 5% (oppure INK); immergere la IP1 in una vaschetta |
contenente PBS e conservarla In frigo fino al termine delfanallsi,

862 |Posizionare la vaschatia sullo Slow mixer per 60 min.
878 |LavarelalP2 con PBS
884 |Preparare ANTI IgG

Aggiungere:
LET26 pl’ di anticorpo segnato con la biotina Piéree [R-175 LotioCi? )a 40 ml di LFM 1%
0 10 uI" di anticorpo segnato con la bioting Parlg [R-176 Lotto ]a 40 ml di LEM 1%

] 897 | Mettere in una vaschetia di vetro da 17x 8 em (dimensioni interne-opp. da 2613 in caso di gel da 25
cm) 40 mi di soluzlone ANTI IgG e immergervi la IP2

80.ef | Poslizionare ia vaschetia sullo Slow mixer per 90 min, In caso di tempi superiori posizionare lo Slow

mixer in frigo (in quest'ultimo caso dopo aver tolto la vaschetta dal frigorifero lasciarla lastiarla ad

agltare 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 matraccio da 2000 mt 10 g di latte in polvere a bassli grassi

[R-178 Lotto©%7 ). Agitare con agitatore magnetico,

92.ef | Lavare in una vaschelta da 30x 15 x 8 cm la IP2 con la saluzione LFM 0,5%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuto

937" |Ripetere tale lavaggio alire due volte
84 |Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponendo la vaschetta sullo Slow Mixer per 12 minuti,
950 Si & interroita I'analisi allincubazione con Fanticorpo secondario:

Sla NO [ andare al punto 96

Preparare la soluzione LFM 1%:

Portare a volume con PBS in un matracclo da
100 ml 1 g di fatte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotto %7~ ). Agitare con agitatore
magnetico.

9677  |Preparare la soluzione Perossidasi
[FAggiungere 150 ul” di streptavidina perossidasi Pierce [R-174 Lotto<id |3 40 i di LFM 1%
0 Aggiungere 20 pl’ di streptavidina perossldasi Biospa [R-174 Lotto ] 240 mtdi LFM 1%
97& [Lavare Ia IP2 con PBS
898 |Mettere in una vascheffa di vatro da 17x 8 om (dimensioni interne-opp. da 25x13 in caso di gel da 26
cm) 40 mi di soluzione Perossidas! e immergervi la IP2
994 |Posizionare Ia vaschetla sullo Slow Mixer per almeno un'cra
100 & |Lavare in una vaschella da 30x 15 x 8 cm [a iP2 con la soluzione PBS, panendola sullo Slow Mixer
per 1 minuto 2 :

1018 | Ripetere fale lavaggio per allre due volte _

102,60 | Effettuare tale lavagglo per altre tre voite ponendo Ja vaschalla sullo Slow Mixer per 10 minuti
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1034 | Preparare

gocee di CovB [R-176 B Lofto

L subito prima di ulilizzarla la soluziorie Covalight, rrmcolando uguali voluml (16 ml+ 15 ml)’ delle
due soluzioni West Pico Plerce [R-176 Lotto 24 %3

0 10 minutl prima del suo utilizzo la soluzione Covalight, conservandola al buio agglungando 2
)i

]in 25 ml di CovA [R-176 A Lofto

] 10487 | Mettere In una vascheita di vefro da 17x 8 om (dimensioni interne-oppure da 25x 13 in caso di ge
25 om) la soluzione Covalight preparata al purito precedente e immergervi la 12

| [1082” | Agitare Ta vaschetta per qualche secondo

F « RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA

106" Posizionare la IP2Z nel rivelatore,

107 & Esporlaper: D 1minuto  §5 minuti 0 10 minuti A6 minul @30 minul
y Si. sona verificate non conformita durante o syolgimento delta procedura 7
£ NO [ 81 vedere Rapporto FLOS3 N°__
Operatora Sigla e Flrma ~ Data Operazioni eseguite
g e b - PG IS da punto [/ ] a punto [9F/.
0y TRl oM b2 (8 [ gen da punto [%] a punto [
T KA S AN da punto (] a punto_[{cf-
N

dapunto{ Japunto’| ]

dapunts [ ]apunto [ )

dapunto[ Japunto [ ]

dapunto| Japunto [ )
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11.2.4 Initial testing procedure Test Results

Gel images and data of positive control (BRNE and Mir), negative control (NIBSC),
sample internal laboratory code 10E003 A4433 as obtained after the initial testing
procedure analysis

TOTAL IMAGE OF THE GEL

THE RECTANGLE INDICATES THE AREA SELECTED FOR PROCESSING THE DENSITOMETRY DATA "
o * | .

ER NI N AN

F;ENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100511-30min-002.6if 2010-05-11 Labomlory: Laboratory
Image File: 100511-30min-002.tif Date of Analysis: 11/05/2010
Operalor: 1238
] . I rrrrIEarerr1T Y o B mm— 1 31— T = Jr—
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Sample A code 3511158

POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP sTANDARDS (BRNE)

GASepo Analysis Report

Sesslon: Analysls 100571-30min-002,tif 2010-05-11
image Flla: 100511-30min-002.81f
Operstor:

1. EPCfl + Daba

52.4%

o
6 148 551
5 107 61,7 2
4 157 106,0 42030
3 170 127,0 142623
2 151 48,3 178563
1 164 166,8 120976
A 27 2681 £z}
B 1187 2826 127915
c m2 2059 196527
D 209 309,0 9588,2

EPOuft + Darho

Volume [ Volume § Volinne § Hemht | Heght Height
Abs nsum nMax Ahs nsum nkisx
28,2 03 1.7 33 04 23

Laboratory: Laboratory
Date of Analysis: 1052010
12.38

04 19 56 07 35

43 24 233 41 210
u7 726 183 s 753
184 20,9 1242 154 784
124 86,1 1089 135 68,8
36 17 207 36 8,1

132 85,1 114,1 14,1 720
203 1000 1584 196 10,0
99 8s 073 12,0 614

NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO STANDARD (NIBSC)

GASepo Analysis Report

Sesslon: Analysls 100511-30min-802.tif 2010-05-11
Image File: 100511-30min-002.¢f

33/70

Opoerator: 1238
itk Lane #25° Nibsc
pr
5 20 74 135 0.1 06 31 04 19
4 198 71 o751 1.2 55 15,1 1.7 02
3 195 116,3 1850,7 20 93 259 30- 159
2 19,0 138,1 £724.0 57 27 642 73 393
1 79 1569 102673 124 631 1263 4 774
a 176 1755 17 14,2 663 1208 g 794
[ 168 1948 176624 214 1000 1530 175 a7
T 16,3 2114 175579 212 904 1633 187 1000
5 15,1 292 101032 122 572 1019 "7 624
€ 1“3 2476 5776,0 70 27 50,8 58 31
A 126 268,0 1061,3 23 105 28 34 183
[} 57 2846 3052 04 17 15 13 70

Laboratory: L

aboratory
Date of Analysis: 11052010

1211







Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample A code 3511158

POSITIVE CONTROL: MIRCERA (MIR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100511-30min-002.1if 20100511 Laboratory: Laboratory
Image File: 100511-30min-002.0f Date of Analysis: 11/05/2010
Opevator: 12.38
27, M Lane #27. Mir
10n.0% Name Comment CentX Centy volume § Volurne | Volume § Herghi Herght Heigii
0.0% ) ame Ammen ey I Abs nSum f nMax Abs nsum ntAax
L 3 4 174 e 19271 2388 586 197 6213 782
o 3 144 40,6 29085 34150 B84 252 7044 1000
2 15,1 82,1 32005 40900 100.0 211 6578 84,1
1 144 737 MN372 e 954 a0 TZig 2K

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 A4433

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 106511-30min-002.61 2010-05-11
Image File: 100511.30min-002.tif

Operator:
= et
5
= 5

[ 8 80 443 1614 1,7 83 30
7 09 555 3824 40 19,8 43
6 139 695 1936, 2090 1000 121
5 5,1 812 1000.6 103 51,7 04
] 183 039 6212 64 29 56
3 182 115,1 5159 53 268 B4
2 179 1370 7108 73 387 [
1 6 1550 11394 118 586 135
a 7.9 1715 12428 128 84,2 125
B 179 1919 13655 14,1 705 123 ns 986
] 7T 2075 1280,0 132 86,1 132 27 978
3 198 2233 £29,0 55 274 58 56 29
e 194 PZIR] 423 48 28 42 4 s
A 170 2600 1884 18 97 20 19 g
B 193 2751 876 09 45 15 14 08
c 234 290.8 a8 60 02 03 03 26
o 268 3053 11 00 o1 D1 o1 09
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Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample A code 3511158

I.2.5 Repetition of initial testing procedure — Aliquot chain of custody
documentation -

Thg sample analysis was repeated since the first analysis did not fulfilled the internal quality control
(drift on several lanes)

Worksheet for the repeated testing procedure ]

FEDERAZIONE MEDICO SRORT
LAscmmmo ANTIDORIN

: R!CERC& DI ERITROPOIETIN. R
“Ril. MPO31 - Allegato :

los] 12

A= PREPARAZIONE DELGEL 17 X8 X 0,icmM i
Pesare 14,71 g di urea [R-181 _Lotlo a1 1. 1,76 g di saccarosio [R-306 Lotiocoq le
trasfarirhl in un paflone i reazione da 11]0 ml pos!o'su'un agitatore elettromagnetico
3 Aggiungere 14,17 ml di acqua ulvapurs & 1,89 midl anfolta 2-4 [R-168 Lotto <&l ], 1.89ml dl
e = anfolita 4-6 [R-169 Lotloest e 4,74 mi disolizions di hisacrilamide 40 /o [R-184 Lotio 52" |
2 Tappare il pailone ¢ collegario ad una pompa da vioio per 15 min.
anfrattempo (durants i 16 minci). ; -

a) detergerele lasire.con etanalo assoliito [R-043 totto k%]

b) far adsrire | Gelbond alld laslra di supporto ponendovi 'opporiuna quantita di scqua

ultrapura
eliminare le eveniualt bolle d'aria e l'acqia in eccesso ponendo sul Gefbond un foglic di

cartz da filtro e facendo pressione coo un rulls

d) sovrapporre la seconda lastra '

: e) bloccare le lastre con ie apposite pinze

5 & |Preparare I'APS soioglisndo in una viat di plastica da 1,5 ml con tappo 100 mg di persolfaio
d’antnonio [R-179 [olto ms2] 11 1 ml di acqua vitrapura e agitando manualments

16 8 |Aggiungere 31 pl di TEMED [R-180 Latto oo 1 e 310 ul di APS nel pallone

7R Lasciare 30 s in agitaziong

84 |Prelevare la soluzione di ge! me(llanre pipatta e lrasferirla rapidamente (ra le due lastre, avendo cura
| . |dinon generare bolls d'aria

‘g & |Lasciare il gel per almeno tre ore nella camera umida

B~ PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

E 1l per screening e conferma{non SBS PAGE) 1] A {per {3 purificazione per imnmwunoaifiniia) andare
alFLi6z

)

[0/ ' | Condizionara Il campione a lemperatura ambienta e preparare la soluzione Comple‘e pD‘tdf]dO a
volume can aogua ulrapura in un matraccio da 10 m! 5 tavalette di Complete ' [R-172 Lotto 4G 1 e

mascolando mediante agitatore eletiromagnstico —

11| Prelevare 20 ml di urina’ fin-case-di-prefisvi-inferior; lafe-a-za :I eon-FRISHEGHSO M {TRISHICI
S56-Lotte~-—--) e trasferirli in una provetta da 50 ml (-, {Q' (o) 05 e

12/12 | Aggiurgers 400 i di soluziors Complets (200 ul ogni 10 mi di urina)

13765 [Agglungere 2 mi di TRISHCI 3, 76M [TRISHCI 3.75 Lotlo ] (imi ogni 10 mi di urina)

Conlrallars il pH con delle sirips indicatricl In modo che sia compreso fra 6,8'e 7,9, In czeo non risultl

nel range, cotreggerlo eantampone-TRISHCI 3 76M-[TRISHGE75—totto }C.')v@ Al /« 4 /, -

sfl)_q 'Centr:nuﬁam per 10 min nella centrifuga refrigerala & 20°G ¢oi rclore hasculante a 3000 raf ?

144 83
Y

(A 'Y
(¢ =5 TRISHOL37S rispeitandolaabport frd § realtivl

* oo Ntaslads Ry lis

L= 5 N 7 [Tnikaby
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Documentation Package Sample A code 3511158

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVAITALIANA | - FOGLIO' )  FL119
LABORATORIO ANTIDOPING R S B e
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICONBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegato ' ' e Pag. 2110
' Rev. 8

16/1 § | Applicare alle provette Il componente della fillrazione del kit Steriflip, assemblandolo in posizione |
verticale !

17/1 & | Ruotare delicatamente di 180° il Kit assemblato

16/, | Collegarle alla pompa da vuoto per Ia filtrazione

18/ gy | Trasferire il filtrato nelle provette amicon ullra-15

20/1 & | Centrifugare per 20 min nalla cenlrifuga refrigerata @ 20°C con rotore basculante a 3500 rof

21/L@’ | Eliminare 1l filtrato & 1avare 7 filtro riempiendo Ia parte superiore della Amicon Ultra-16 con TRISHOI
60 mM [TRISHCI 50 Lotto {454 ]€ 400 yl di soluzione Complete (200p! ogni 10 mi di urina)

22/1.% | entiifugare per 20 min nella cenlrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 rcf

23/l | Nel frattempo lavare le Amicon ultra-4 con 2 ml di acqua ultrapura ponendole a centrifugare a 5000
| rpm per 20 min-nella centrifugya refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso.

24/1Q° | Prelevare' con ura micropipetta: dalla parte stperiore della Aricon ultra-15 il residuo (circa 1204l) &
tresferirlo nelle Amicon ultra-4 precedentemente lavate (anche se si usa il FL162)

25/ iy |Centrifugare a 6200 rpm pbr.‘BQ.i_rrﬁjj_' nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso

26/1 3| Misurare I volume di ritentato, trasferirlo in una vial di raccolta e conservare in frigorifero (nel casa si

intenda utilizzare oltre le 24 h, conservare in congelatore a ~20°C)

0 H{PER TEST B STABILITA).

10/11 0 [Centrifugare 0.6 ml di urina per 10.™min 3 20°C con rotore basculante a 2700 rof

1110 |Mettere 0,5-ml-di sevranalante . una-provetta Microcon

12/1 O | Aggiurigere 20 yd dj Rfé‘pét‘a_‘ﬂﬁg_e{ & 8ildi soluziorie Complete

13/l O | Centrifugare a 6200 rpm per 20 min nella cenlrifuga refrigerata a 17°C con rolore ad angolo fisso,
concentrando fino ad un volume approssimativo di 30 pl

14711 0 | Agglungere 200 il di tarnpone acétatd 50 mi nel restanta campions & mescolare con vortex prima: di
capovolgerio 1 A A ‘

15/11 171 | Capovolgere la Microcon & centrifugare a 3600 rpm per 10 min nella cenirifuga refrigerata & 17°C con
rolore ad angolo fisso

1611 D | Portare f volume del campione recuperato fino a 0,5 mi con tampone acetato 50 mM

1710 a | Aggiungere 20 pl di Pepstatina A e § il di soluzione Complete

1810 | Incubare per 15 £ 2 min a T ambiente

19/t 0 | Aggiungere una misceta di BRP ¢ NESP in modo da oltenere una concentrazione pari a 1.5 volte la
ooneentrazione usata per gli standard di tferimanto

20/ 03 | Incubare tutla 1a nolte & 37°C

2111 0 | Prendere 20 pl e riscaldarli a 80°C per 3 min

22/l @ | Andare al punto 27 e seguire il procedimento (esclusi i punti 28 e 37)

C — FOGALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE

278 |Accendere il refrigerante, Impostando la temperatura a 8-10°C

28 (- |Prelevare i campioni trattati dal frigo :

29 |Prelevare il Gelbond e tagliarlo di lunghezza pari a 16,5 cm utilizzando la parte pit omogenes o
lasciario tal quale

30F |Posizionarlo sulla plastra del Multiphor Il, gia bagnala con kerosene [R-171 Lotto 6wl |

3t {’ |Rimuovere l'eccesso di kerosene con carta da filtro
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Documentation Package

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA tTALmNA i S UEL1Me
' LAeohArOR-'o mmoopme : :
R!CERCA Dl ERITROPOIETINA RlCGMBiNANTE E?ANALOGHI
Rif. 1P031 - Allegato Pag. 3710
I Rey, Q

Preparare la soluzione catodlca aggiungendo a 1,8 ml di acgua ultrapura 100 pl di soluzione di

Sample A code 3511158

327
anfolitl 6-8 [R-170 Lotlo Cho7 Je 104l di RMET {Lotto owo¥ |
33 |Posizionare sui latl pid lunghi & strips imbevute rispettivamente della soluzione catadica ed anodica
34y} |Chiudere il supporto e imposfare | seguenti parametri:
Potenzlale: 250 V
Corrente: 17 mA (proporzionale alle dimensionf def Gel)
Potenza: 17W .
Durata; 30 min/ 60rnin
O nel caso la luhghezza del gel sia-parl a 25 cm.
" Potenziale: 250 V
Corrente: 25 mA
Potenza: 25W
Durata; 30 min/ 60min .
Completare la seguante tabella con i parametri di inizio e fine corsa:
Potenzlale Corrents Potenza Tempo
(V) (mA) (W) {min)
Sad 23 = P
3155 /(3‘,‘(-] g 557
36% | Prelevare gli standard dal congelatore
36}5 Freparare gli standard:
MISCELA BRP NESP 1-2 (BRNE1-2)} .
Aggiangere 0,32 - 0,16 ng” dI BRP [BRP Lettowsiy ]a02- 0,169 NESP [NESP Lotto /3 |
MISCELA BRP NIBSC (BRNIB)
Aagiungere 0,16 ng” di BRP [BRP  Lotto 1a 0,0026 ng* di NIBSC [NIBSC Lotto 1
MISCELA NESP NIBSC (NENIB)
Aggiungere 0,15 ng’ di NESP [NESP Lotto ] a2 0,0025° ng di NIBSC [NIBSC Lotta ]
SOLUZIONE NIBSC 0,021 - 0,04UL (NIBSC1- 2}
Prelevare dafla soluzione standard (NIBSC Lotto o1 ] 1020 i, in modo tale da otfenere una
soltzions da 0,02-0,04 Ul
SOLUZIONE MIRCERA (MIR)
Prelevare 20 ul dalla soluzione standard di Mircera  [MIR Lotto &2y ]
SQLUZIONE Dynepo (Dyn)
Prelevare 20 ul dalla soluzione standard di Dynepo  [Dyn Lotto ]
37ax | Scaldare t campiont & 87 °G per 6 min 37b by | aggiwngere quantita sufticiente di urea poco
a poca fina a saturazione andam a punto 3¢
380 | Immergere | camplonl precedeniemente scaldafi, nel bagno refrigerante per 30 s ==
398 | Aggiungere: -ai campioni 1| 10% di Surfacts-amps 80 (Twean 80) [R-166 Lotto st | per volume - di |
ritentato
-agli standard (eccelto Mircera) aggiungere 2,2 ul di Surfacts-amps 80 (Tween 80) [R-
166 Lotto =3 ] ognit 20

1Ul=8ny. &

=

conxcnhlu variars i quantity purché Ja concentraziane raggiunta non supet quella carispondenta a 2 valie it LOD.

L consentite variare I yeluma di RMET purché if rappoiie fra il volume della soluzionge dl anfoliti 68 o guello iolala restl invartato.
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Sample A code 3511158

FEDERA.ZIONE MEDiCO'SPORTwA ITALIANA i .: |
LABORATORIOANTIDOPING | -~ -+ ©

'Fesuo_ LAVORO -

‘FL119

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

RIf. 84P031 - Allegato
I

FOCALIZZAZIONE

Pag. 410

Rev, 9

catado nel numero corrispondente ai campioni ed agli standard

40 |Aprire il supporto e posizionare le strips portacampioni (o applicatori a pozzetlto) dalla parte del

BRNIB
NENIB
Dyn®
MIR
NIBSC (102} .
BRNE (102)
Bur®
USPrEpo®
CAMPIONI
BRNE (102
NENIB
BRNB

Oppure nel caso la tunghezza del gel sia parl a 25 cm:
NIBSC(102)
BRNE (102}
Bur®
USPIEPO’
CAMPIONI
BRNE {1 6 2)
CAMPION!
BRNE (10 2)
CAMPIONI
NIBSC {102}
BRNE (10 2)
NIBSC (10 2}
Dyn®
MIR

41% | Prelevare | campionl e gli standard e posizionarli sulle strips” séecondo il seguente schema:

R ks
T v L

iy AT

e AR i b

Compllare la tabella seguente in base alla sequenza di caricamanto:

23

SR

Fosizione Camplone Volume di ritentato {ul)

: RO MESE A6+ 40
2
3
4
5
6

I = o

l_ et

f Quantilative massime perognl stip/pozzetto: 20l 1 in caso di volumi suparicrd, sovrapporra un'altra 3irip e ripetere Foperazione. La
osizione degll standard pub anche essere varioty, purché i campioni resting in posirione cantrale, La sequanza dessritta & Indicativa.
| © I BUR & obbligatorio sole In sede di conferma; In base alla sostanza do confermare savd implegata |2 USP cotrisgondenta; in gede di

sareeaing & possibile omeltere [a prosonza dello standard di Dynepo.

38/70
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FL119

FEDERAZIONE MEDICO SRORTIVA ITALIANA “FOGL)
LABORATORIO ANTIDOPING D EGERR e  a D

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI :

| R MP031 - Allegato : Pag. 5110 |~

Rev. 9

]
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
s S : 20
24 l*'fl-l 13 5 sl
% B B L LS L
26
27
28
29
S -
42Xl [Chiudere il supporto e impostare | seguenti parametri:

Potenziale: 2000 V

Corrente: 17 mA

Potenza: 17W

Potenziale per ora: 3600 Viy

O nel caso la lunghezza del gel sia pari a 25 cm:

Patenzials: 2000 V

Corrente: 26 mA

Potenza: 26 W

Potenziale per cra; 4000 Vi
Completare la seguente tabslla con i parametri di Inlzio & fine corsa:

Potenziale Corrente Potenza Polenziale per ara Tempo
(V) (mA) (W) (Vh) (mim}
220 a5 A 2 o
2T A& 9 LOOL 3K of

Tagliare due reftangoll di Durapare e Jmmobilon P e 16 retlangoli di carte da filtro” o simile delle
dimensioni di 8 (esalll) x 16,5 cm, Nel caso la lunghezza del gel sia pari a 26 cm, le dimensioni sono
8%22,5 cm.
Preparare GLI-TRIS aggiungendo a 7,21 g di Glicina [R-164 Lotlo 2¢% | 1,51g di Trizmabase [R-
| |167 Lolto gwrs ] & portando a volume con acqua ultrapura i un.matraccio da 500 mi. N _

45 (x| Quando il polenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare lre vaschelle delle dimensioni di 25 x 25
_x 8h em contenent] rspelfivamente metanolo [R-038 Lol &G 3); acqua ultrapura e GLI-TR) S

E" consantite variare il numero des fogli a seconda delle spessore dells carka,

39170
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FEDERAZIONE MEDICO.SPORTIVAITALIANA' .| . FOGLIO DI LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING ol EEc R
RICERGA DI ERITROPOIETINA RIGOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP31 - Allegato Pag, G0
Rey. 4

46h' Immergeare ur reftangolo della Immobilon P nella vaschetta contenente metanolo per 1 minulo, |.
quingl immergerla in quella contsnenta acqua per 2 minull & quindi in quella contenente GLI-TRIS| .
per almeno 20 minull e posizionarla sullo Slow mixer. .

47 " | Immargere un rettangolo della Durapore nella vaschetta contenente GLI-TRIS per almena 20 minub
¢ posizionarla sully Slow mixer.

48 1y | Quando la corsa eleftroforetica & & circa 3500Vh nel caso lunghezza del gel sia pan a 16,6 om o
3900Vh nel caso ks lunghezza sia pari a 2§ om, appogglare ai bordi della vaschetia contenante GLE
TRIS | fogli dl carta da filro In due pacchelt da quatiro clascuno®, It modo tale che si imbavans di
soliizione per caplliarita.
49% |- Prolungare lacorsa S
slo _ NO Eandare al punto 50
Al termine della corsa (3600Vh nel ¢aso lunghezza del gel sia parl
2 16,5 ¢m o 4000%vh nel caso J2 lunghezza siz pari a 28 cmy,
impostare i seguentt parametrl per 10-15 minuti max:

Potenziale: 2500V

Corrente: 17 mA

Potenza: 34 W

Potenzisle per ora; 503 Vh
O nel caso la ungtiezza del gel sla pari a 25 e

Potenzigle: 2500 V

Correnta: 25 mA

Potenza: 50 W

Potenziale per orar 500 Vh

Completare la seguante tabella con i parametri di inizio e fine

corsa:
Potenzlale | Corrente | Poterza | Potenziale perora | Tempo
M (mA) w) (Vh) {min}

50 0¥ iEsegulre il controllo visive per verificare Funiformita dalla migrazione del rosso metile ¢ se possibile
] fotografare il gel

D - Privo BLOTTING
§10 |E possibie Immergers i gel in una vaschetta contenents (GiTris 2 (preparata di freseo pesando
3.02 g di Trizma, 7.21 g di Gliclna e portande a un volume pari a S00mt con acyua uftrapura)

524y | Posizionare § Getband sul fim remover e tagliars in modo che la larghezza sia esaltaments 8 cm &
Ja lunghezza 16,5 eny o 22,8 om,

53 & |Prefevare dalia vaschetta 1l reftangolo dells Durapore e sowrapporlo rapidamente al Gel o
analogamente sovrapporvi il rettangolo defla Immabilen P & dguindgt un pacchetto di carta da filtro
predevatl dalle vaschette.

54.4r | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafiim, facendo pressione con un rullo, per eliminare fe bolls |
darta.

564y | Capovolgere Finsiame (pacahetto, Immobilon P, Durapore e gel) sulla piastra Multiphor 11

5ag | Rimuovere Il gel dal Gelbond e sovrapporyi rapidamente 1l secondo pacehetto di carta da filiro

57 & | Sovrapparre quindi un reltangolo di parafilm, facendo pressiona con un rullo, per aliminare le bolle |
o A,
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B FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIG DI LAVORO | Fl119 l
 LABORAYORIO ANTIDOPING '
| RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MPO31T - Allegalke Pag. 7o
Rey. 9

58y |Chiudere il supporto e imposiare | seguent parametri

Potenziale; 40 v
Corrente: Area del gel
Potenza: 90 W
Durata: 30 min

Completare la seguente tabella con | parameltr di inizio e fine corsa:

Potanziale Conente Potanzs Tempn
V) (mA) (W) {min)
3 440 3 >
AS {49 % Nox
59 & | Preparare PBS s DTT.

PBS

Portang @ volume con acqua ulrapura in un matraccio da 1000 mi 5 tavolette di tatmpone fosfato

safino [R-165 Lotto <87 | Mescolare mediante agitatore elettramagnatico.

DTY

Portare a volume con PBS in un matraccio da 250 ml 162,8 my ditiotreitols {R-182 Lotto <22 ).

Tale soluzione deve essera utilizzata entro trenta minuti dalla preparazions, causa ossidazione. |
60" | Al termine della migrazione, dopo aver aperto if supporto

Mefltere In una vasohetta da 30x 15 x 8 cm 250 mi di DTT & imrnergervi i rettangolo df hmmohitorn P

(1)

61 @ | Poslzionare Ia vaschetta per 80 minull in incubalore a 37°C,
62 s | Preparare le soluzioni LEM

LFM 5%

Fortare a volume con PBS in un mattaccio da 250 ml 12,5 g di lalte i polvere a bassi grassi
[R-178 Lotto 43 { ] Agitare con agitatore magnetico.

EFM 1%
Portare a valunie con PBS in un matraceio da 100 mi 1 9 di latte in polvere a tassi grassi

[R-176 bofto »%7 | Agitare con agitatore magnatico,

634 |Lavare la [P1 con PBS, mettere in una vaschella da 30x 15 x 8 orm 250 mi & LEM 5% o immergervi
i rettangoto di P14
848 |Posizionare la vaschetta sullo Siow mixer par 60 min .
85k |Lavare a 1P con PBS ) o
8681 |Preparare la soluzione Clona AETSA
Aggiungere 40 ul’ §l anticerpe antiepa [R-173 Lofto w7 1a 40 midi LFM 1%

67 |Mettere in una vaschetia di velro da 17x 8 em (dimension INema-oppure da 25x 13 o in cass di
gel da 25 om) 40 ml di soluzione Cione AETSA & fmmergeryi la 1P

68¥ |Posizionara ia vaschetta sullo Slow mier per 60 min: in casce di tempi superios, posre Io Siow mixar

in frigerifero {n questuiimo caso dopo aver tolfo 1a vascheta daf Frigorifero lasclaiia ad agitare
sulie Stow mixer a T ambienta per circa 20 min) !l
it fi dirnenzient inlarma P8 (3 o Jerare un volime tolals i 30 i @ rprdr vEare OePSrLAZIIet e
P
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" LABORATORIO ANTIDOPING ! MR T Ml T D T '
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Rev. 9
69y | Preparare le soluziont:
C|-PBS
~LEM 0,6%
Portare a volume con FBS in un matraceio da 2000 mil 10 ¢ di fatle in polvers a bass! grassi
[R-178 Latto 5§ 1 Agitare con agltatore magnetico.
250 £ di:
&L.EM 6% : _
0 INK:aggiungere 250 at di Indish ik R-177  Loto 18 250 mi di LEM 8% precedentements
praparato § e -

704 |Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 ¢ la IP4con la soluzione LFM 0,6%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuto

718 | Effettuare lale lavaggio per alire tre volte ponendo la vaschetta sullo Siow mixer per 10 minuti

E < 8ECONDO BLOTTING
72l | Preparare l'acido agetico 0,7%
Portare a volurng con acqua uilvapurz i un matracsio da 500 mi 3,5 mi di acido acetico
[R-003 Lotte o4.] 1
738 | Preparare tre vaschetie delle dimensioni di 25 x 25 x 8 cm contenanti rispeltivamenta metanolo,
__|acqud ullrapura e acido acetico 0,7%

744" | Immergere un rettangolo defla Immobilon P nefla vaschelta contenente metanolo
[R-038 Lotto 543 ]per 1 mituto, quindl immergeria in quelfa contenents acqua per 2 minuti e
quindl in quella contenente dcido acetico 0,7% per almeno 20 minuti

7585 |Immergere un reltangolo della Durapore nella vaschefta contenenle acido acetico allo 0.7% per
almeno 20 minuti.

761" |5 minuti prima di utilizzarli, appoggiare ai bordi della vaschetla contenente acido acetico 0.7% | fagli di
carta da fillro o gimite In dua pacchetli da quattra clascuno®, in modo tale che si imbevano di soluzions
per capillarita

775 | Sulla piastra del Nava Blot posizionare |l pacchelto da quatire fogli di carta da filtro

78k | Lavare [21P1 con PBS e sovragporta rapidamente al pacchetto

79 % | Sovrapporra rapidamente fa Durapore

80 it~ | Sovrapporre rapidamente la Immobilon P (al termine della corsa nominata 1P2)

B1gy Sovrapporre rapidamente il pacchelto da quattro fogli di cana da filtro®

82 % | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare e Lolle
daria.

83K | Chiudere Il supporto & impostare | seguenti parametr;

Potenziale: 35 V

Potenza: 40 W

Corrente: 0,8 mA x Area del gal
Durata: 10 min

Completare la sequente taballa con i parametri di inizio e fine corsa

Sample A code 35111568

Potenziale (V) Corrente (mA) Paotenza (‘J\}) Tempo(min)
- Asy 4 2
3 A5¢, 4 A
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8418

Si & interrolta I'anelisi allincubazione con anticorpo primario

S NONandare al purito 86

Preparars lg soluzione LEM 1%

Partare & volume oort PBS In ur malracsio da
100 ml 1 g ol latte In polvere a bassl grassi [R~
178 Lotto 1. Agltare con agitatore
magretico,

B50

Al fermine della seconda migrazione aprire il supporto, préievars i rettangolo di IP2 e immergerlo n
una vaschella dz 30x 16 x 8 om 250 ml di LFM 5% (oppure INK); immergara la IP4 i una vaschetla
contenente PBS e congervara in #lgo fino al termine dell'analisi.

86N

Posizionare {a vaschetta sullo Slow mixer per 60 min.

ar

Lavare la IPZ con PBS

580y

Preparare ANTI IgG

Aggiungere:
26 pl* di anticorpo segnato con la bivtina Plerce [R-175 Lotto o {7 }a 40 mi di LFM 1%

010 ul o anticorpo sednato con = bioting Parls [R-178 Lotto Ja 4t ml di LFNE 1%

REX

Mettere in una vaschetta di vetro da 17x B oo (dimensioni Interne-opp. da 25x13 in casa di gel da 25
em) 40 mt o soluzione AN 196 & Immergeri 2 IP2

804

Posizionare |a vaschetta sullo Slow mixer per 90 min, in caso di tempi superiori posizionare 1o Slow
mixer in frigo (n questultime caso dopa aver tolto fa vaschetty dal frigorifaro tasciaria lasciarta ag
agitare sullo Slow mixer a'T ambiante per circs 20 min)

oTK

Preparare (e soluzioni
PRS

ta soluzione LFM 0,5% _
Portare a volume con PBS in un matracclo da 2000 mi 10 g 4l fatte in paivers 4 bassi grassi

[R-178 Loflto 47 ). Agltare con agitatore magnetico,

92

Lavars in una vaschetta da 30x 15 x 8 ¢m la IP2 con la soluzione LFM §,5%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuto

o3

Ripatere tole lavaggio altre due volte

948

Effettuare tale lavaggio per altre tre valle ponendo la vaschetta sulle Slow Mixar per 12 minuti.

95X

Si & interrolla I'analisi allincubazione con I'anticorpo secondario:

SIX NQ (J andare al punta 96

Praparare la soluzione LFM 1%:

Pottare a volume can PBS in un reatraceio da
100 mi 1 g di latls in polvers a bassi geassl
[R-178 Lato 1. Agitara con agliatore
magnatico. o

Preparare la soluzione Perossidasi
KAggiungere 150 ul di streptaviding perossidasi Pisrce [R-174 Lofta 3%} ja 40 mldi LR 1%

I Aggiungere 20 i ol streptaviding perossidasi Blospa [R-174 Lotio 18 40 md i LFM 1%

Lavare la IP2 con PRS

| Meftera in una vaschatta di velro da 17x 8 om (dimensioni rterns-app. da 35%13 in saso di gel da 25

orn) 40 ml di soluzione Perossidasi & immangee t 1P2
Posizionare la vaschalla sullo Slaw Mixer par almeno un'ora

Lavare in una vaschetia da 30x 15 x 8 cm Ia IP2 con Ia soluzione PBS, ponendola suila Siow Mier
per 1 minute

Ripetere tale lavagqgio per aifre due volte

Effettuare fale lavaggio per aitre tre volte ponando ta vaschetta sulla Blow Mixer por 10 minuti

4370

Sample A code 3511158




Laboratorio Antidoping -FMS! Documentation Package Sample A code 3511158

FEDERAZ!ONE Men}ca SPORTIVAITALIANA FO EL119
LAsommﬁroAﬂnDoms oty
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP531 - Allegalo _ Pag, 10/10.
l Rev. )

| [103% ’Preparare ]
&sublto prima dl utilizzarla la soluzione Covalight, mescolando uguali volurni (15 ml + 15 ml) " delle ¢

due soluzioni West Pico Plerce [R-176 Lotlo #4.3 ;

O 10 minuti prima del suo utilizza la soluzione Covalight, conservandola al buio aggiungendo 2
gocce di CovB [R-176 B Lotto ] in 25 ml di CovA [R-176 A Lotto F.
] 104.4) [ Mettere In una vaschetta di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne-oppure da 25x 13 in caso di gel da
25 em} la soluzione Covallght preparata al punto precedente e Immergenvi la IP2

| 1061 | Agitare la vaschetia per qualche secondo

-

F - RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA

1084 Posizionare la IP2 nel rivelatore.
107 & Esporla per. )1 minuto &% minuti (110 minuti s minutl 430 miruki
8i sono verificate non conformita durante lo svolgimento della pracedura ?
la( NO (1 Sl vedere Rapporto FLOG3 N°
Operatore Sigla e Flrma Data Operazionf eseguiife
& Ao, (it Ad]es[ie da punto { £ a punto {8f)
s, j?mamém 4 zl as|io da punto [ 1] 2 punto f57h
2 (Derdin Bhbeanl. Adle e jdo da punito (5] & punto_[ja¥
(A ; : dapunio[ }apunto | |
dapunto{ Japunto | |
i dapunto[ Japunto [ ]
dapunto[ lapunto [ ) J
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Repetition of initial testing procedure analysis: original identification of the lanes on
the gel (“sequence”)

[1] rhEPO and NESP standards (BRNE)
(2] Routine sample
[3] 10E003 A4433R (repeated)

[4-12]  Routine samples

[13] rhEPO and NESP standards (BRNE)
[14-22] Routine samples

[23] urinary EPO standard (NIBSC)

[24] Mircera standard (Mir)

[25] rhEPO and NESP standards (BRNE)
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11.2.6 Repetition of initial testing procedure Test Results

Gel images and data of positive control (BRNE and Mir), negative control (NIBSC),
sample internal laboratory code 10E003 A4433 as obtained after the repetition of
initial testing procedure analysis.

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

SIIRER
PERREY )
k)
2R NS
Pk}
SRR

“ "'i
“REII DS
NN

GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES

GASepo Analysis Report

Sasslon: Analysis 100513_30min_002.tif 2010-05-13 Laboratory: Laborat:

oly
image File: 100513_30min_002.tif Date of Analysis: 13052010
Operator: 14.38

1 EFCY |2 10E| (2. 1084, 1CE[ |5, 10E]|5. 10| |7.10] |=. 10] |2 10] |10, 13.E| |14. 1 (5.1 184 |17 (] |18 1) |19 1] [20. 1] |21.1] [22.1
el £ 10 ic. 1 Y] : 118 1) et [<Z 1]
J % 22.9%| |22.2%]] 4 d 308 1| 252 27 1191 21.2) |28,0 15,1 |82%] [ 14.2] |62.2 <
106%| | 5.9% 2.4%] 184 [08%| [39%] [s4%] [2.2] |10a] |218] [28%] | 10.1] [0e%] [06%
i 1
- .
- e =g .
] T .
e . ot =1 2 e
el =1 F=—1—1= == | [ 7
-
= ol 58 .
3
" "
R 3
Lo | | L]
COLORLEOEND, o T P === —-t— L — L JLJL JL L
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POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP STANDARDS (BRNE)

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100513_30min_002.tif 2010-05.13 Laboratory: Laboratory
Image File: 100513 _30min_002.tif Date of Analysis: 13052010

Operator: 1438

1. EPOd + Darbig Lane #1: EP0ap + Darbix

6 203 515 1269 0.2 07 25 186

5 279 79 16668 26 88 73 35 138

4 2,3 1015 8304 133 136 575 94 72

3 26 1219 16490 165 555 874 uz 565
2 152 1430 12853 204 683 1547 253 1000

1 108 1627 21038 33 112 355 58 230

- a 16 1805 5863 09 33 39 a8 25

A 10,0 2763 6304 10 33 153 27 105

e B 70 226 70665 112 75 894 us 578
RN c 14 3106 182318 289 %8 1068 174 69,0
s D 195 3208 188311 299 1000 W61 0 7.

NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO STANDARD (NIBSC

GASepo Analysis Report

Sesslon: Analysis 100513_3dmin_002.tif 2010.05-13 Laborwtory: Laboratory
image File: 100513_30min_002.¢f Date of Analysis: 13052010
Operator: 1438

23, tilesc Lane #23: Nibsc

15.6% .
4 n . Volume § Volume § Valume | He.gnt § Height | Height
96% ntAax nitax
S 42 802 o7 00 og 0.1 00 01

4 97 1028 178.8 03 18 19 05 22
3 139 1229 14673 27 145 82 25 06
2 46 1437 20046 39 207 182 a9 20
1 40 1620 46546 87 59 264 71 204
a 44 1834 a2070 154 818 384 032 “a
8 usg 2018 1014286 189 1000 -] 195 (7]
v 152 2191 87671 163 64 557 uy 643
5 139 284 62615 154 615 95 52 100,0
e 13a 2578 4712, 88 *®5 21 78 nE
A uz2 2781 21604 59 312 7 55 238
8 120 2073 13018 24 2s LY 28 "1
c 124 2363 6000 13 88 45 12 52
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POSITIVE CONTROL: MIRCERA (MIR)

GASepo Analysis Report

Sesslon: Analysts 100513_30min_002.«f 2010.05-13 Laboratory: Labovatory
Image File: 100513_30min_002.1if Dete of Analysis: 13/05/2010
Operator: 1438

24, Mr Lane #24: Mir
100.0% B )
< L ~ Volume § Volume § Volume Heght | H t
| = 5 & 178 T 33 98 24 72

1640,1

. 5 19,0 449 4868,2 97 292 78 3}

- 4 199 618 10160,2 202 61.0 157 454

3 208 74 16664,7 332 1000 150 38 100

v 2 20,0 884 137084 273 a3 918 %8 2
L] 26,1 984 28230 53 175 412 121 B8

1291

Session: Analyals 100513_30min_002.tif 2010-05.13 Laboratory: Laboratory

Image File: 100513_30min_002.0if Date of Analysis: 13852010
Operator: 1438

3_10E003 A44338

2% ; . Valume me | volurre

9 354 08 123 00 01

B 292 130 2116 05 12 28 a7
7 26 204 32059 7.3 181 n6 %5
6 234 74 50755 116 a7 S8 jrd:)
5 20,2 518 17706 4 205 1060 1898 268
4 2106 670 142819 7 [ 930 26
3 197 78,0 T980.7 183 451 T3 n7
2 129 128 69,3 15 a7 65 16
1 132 152,2 04,1 2,1 51 88 21
o 19 1717 64,2 15 as 52 13
1] 113 1017 8213 10 48 81 15
v 5% 2085 A071 09 23 42 10
L] 31 2282 76,7 0,2 04 2 a5 11
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11.2.7 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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1.3 Confirmation Test Data

The presence of Continuous Erythropoietin Receptor Activator in sample code
10E003 A4433 was suspected after the initial testing procedure analysis.

The confirmation was performed by analyzing two newly prepared aliquots of the
same sample; the first aliquot (20 ml) was prepared as described for the screening
test, while the second aliquot (0.6 ml) was used to perform the stability test.

I1.3.1 Confirmation test description

The confirmation procedure is the same described for the initial testing procedure analysis,
but it also includes the stability test, performed as explained in the worksheet enclosed.

11.3.2 Instruments and instrumental conditions

Same as in the initial testing procedure.

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

[1] rhEPO and NESP standards (BRNE)
[2] Mircera standard (Mir)

[3] positive reference sample (UspMir)
[4] negative reference urine (BUR)

[5] 10E003A4433Stab STABILITY TEST
[6] Routine sample

(7] urinary EPO standard (NIBSC)

[8] 10E003A4433C (CONFIRMATION)

[9] urinary EPO standard (NIBSC)

[10-13] Routine samples
[14] rhEPO and NESP standards (BRNE)
[15-25] Routine samples
[26] rhEPO and NESP standards (BRNE)
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11.3.3 Confirmation Aliquot Chain of Custody Documentation

Aliquots request for confirmation

Sample A code 3511158

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA. - FLOTO
LAB‘ORA TORID ANTTDOPJNG
RICHIESTA DI DISTRIBUZIONE NUOVE L \QUOTE
Pag. 11
RIF. PGOG1T Rev, 1
RICHIESTA DI NUOVE ALIQUOTE
Cadice di laboratorio Allquote rlchiaste Analis| da effetiuire e soresning ) Codice
campiene N° Volume {ml) corspondente assegnafo a
clascuna aliquota

JAORSTIACIRC

P T T T r

AeC3hiy33 |

i Mwmu33.,ms

Lt BAgeEs | A

----------------------

RICHIEDENTE

pata os\ 2o

DISTRIBUZIONE DI NUOVE ALIQUOTE
§i & provveduto alla distribuzione delle aliquote richieste; le aliguote e | camploni sono stati archiviati come
segue:

ALIQUOTE DISTRIBUITE O Frige O Congelatore: &dConsegnate direttamente a He
CAMPIONI O Friga @ Congelatore: ( (y O\ [ Altro:_
RESPONSABILE DISTRIBUZIONE — Y )

Sigta r Firma

para ¥ los | zete

(*) Le nuove aliquote distrituite devono essere identificate con la fettera C se distribuite per analisf dr
Conferma e con la lettera R se distibuite per Ripetizione dello screening.

Esempio: la seconda aliquota dello stesso camplone, distibuita per Conferma per lo screering 4A verrd identificata
con C4A-2 precedulo dal codice di laboratorio del campione.
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Flow diagram for confirmation

FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA EL119

LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPOIETII
~  RIf. MP031 - Allegato %

Pag. 1710 i
Rev. 9

[Data & ora di Inizio analisi owls [ 4o Ghgm P -

Lotto di-accettazione Codice canmploni preparati
10600 _|DABLUBEAC v Tpar ke T
DA A
DA: - Al
DA Al
DA: . ’ LA

A- PREPARAerNE DEL GEL 17 X8 X §,1Cm

142 |Pesare 14,71 g di urea [R-181 Lotto &M ], 1,75 g di saccarosio [R-308 Lotlo ‘r‘.ﬁ(’ ]e
trasferirli In un pallone di reazione da 100 ml posto su un agitatore elettromagnetico
2@ |Aggiungere 14,17 ml di acqua ultrapura e 1,89 ml dl anfolita 2-4 [R-168 Lotto <Gz 7, 1,89ml di
anfolita 4-8 [R-109 Lofto <l ] € 4,74 nil di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lotto ©6°& ]
370 |Tappare.il palione e collegarlo ad una pompa da vuoto per 15 min. :
44 [Nelfrattempo (durante | 15 minuti):
a) detergere lelastre con-elanolo:assoluto [R-033 Lottoz9 |
b) fa;r aderire it Gelbond alla lasira di supporto ponendovi 'oppertuna quantitd di acqua

ultrapura

c) eliminare le eventuali bolle d'arla e I'acqua In eccesso ponendo sul Gelbond un fogiio di
carta da fiitro e facenda presslone con un rullo

d} sovrappores la sgconda lastra

e) bloccars le fastre con le apposite pinze

5 ¢ |Freparare IAPS sciogliendo in una vial di plastica da 1,5 mi con tappa 100 mg di persoiiato
d'ammonio [R-179 lottaC¥Z: ] jn 1 ml i acqua ultrapura & agitando rmanualmentte

6.0 |[Aggiungere 31 pi di TEMED [R-180 Lottoc, | e 310 pl di APS nel patione

7@ |Lasciare 30 s in agitazione

8 i | Prelevare la sofuzione di gel mediante pipetia e trasférirla rapidamente fra le due lastre, avendo cura
di non generare bolle d’aria

9 3 |Lasciare il gel per almeno tre ore nella camera umida

B— PREPARAZIONE DEL CANMPIONE

| ,l'a/per screening e conferma{non SDS PAGE} arA (per la purificazione per immunoaffinita) andare
al FL162

10/ 17" | Condizionare il campione a temperatura ambiente e preparare lg soluzione Complete portando a
volume con acqua ultrapura in ur matraccio da 10 m 6 tavolette di Complete * [R-172 Lottot&® | e
mescolando medianta agltatore elettromagnetico

1101 | Prelevare 20 ml di urina® (irreas&df-pre!remnfeﬂoﬂ—ﬁmmmt corr TRISHEHS0-mM-[TRISHGH
50.Lofta ). trasferirl in una provetta da 50 ml =45 Do |5l 0

120,67 | Aggiungere 400 pt di soluzione Complete {200 pt ogni 10 mi diurina)
13440 | Aggiungere 2 ml dl TRISHCT 3, 75M [TRISHCI 378 L.otto 2% ].(1ml oghi 10 midl urina)

14/174 | Controllare 1l pH con delle strips indicatricl in modo che sia compreso fra 6,8 & 7,9; In caso non r’lsuhl
nel range, correggerlo contampene FRISHEHTSM-{TRISHERS 75 totto——] 5.8 23 b

1618 | Centrifugare per 10 min nella centrifuga refrigerata a 20°C can rotofe basculante a 3000 ref

'E fposshile preparare quantu’ﬁ differ entn purché vastino invariate le proporzioni. 3
"ln casa di urina diluita & prekovi maggiod, prelevare I2 quantitd di Camplete'e di TRISHEL3.75 dspeltands | capporti fea i reattivi

T I T T T
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOFING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MPG31 - Allegato - ., Pag. 210
Rey, 9

16/ (1] Applicare alle provette il componente della fillrazione del kit Steriflip, assemblandolo m posiziona
4 veriicale

1744 | Ruotare delicatamente di 180° il Kit assembiato

18/ Collegarlo alla pompa da vuoto per 1a fitrazione

19/L7| Trasferire il filtrato nelle provette amicon Ultra 15

20/) 1" | Cenbrifugare per 20 min nelia centrifuga refrigerata a 20°C con ratore basculante a 3500 rof

21421 | Eliminare | filirato e lavars Il fillro riemplendo la parte superiore della Amicon ultra-15 cen TRISHCI
80 mM {TRISHCI 50 Lotio it ] e 4004l di soluzione Complete (2000 ognl 10 mt di wina)

22/\iz’ | Centrifugare per 20 min nella centrifuga refrigerate a 20°C con rofore basculante a 3500 ref

23/ 7" | Nel fratiempo lavare le Amicon Ulira-a con 2 ml di acqua ultrapura ponendole a centrifugare a 5000
rpm per 20 min nella centrifuga refrigerata & 17°C con rotors ad angolo fissa,

241 & Prelevare con una micropipetta dalla parte superiore della Amicon ultra~15 il residuo {circa 120pl) &
trasferirlo nelle Amicon ultra-4 precedentemente lavate (anche se sl usa i FL182)

28/ &2 | Centrifugare a 6200 rpm per 80 min nella centrifuga refrigerata a 17°C can rotore ad angolo fisso

2618 | Misurare il volume di ritentato, trasferirlo in una vial di raceolts e conservare in frigorifero (nel caso gl
intenda utilizzare oltre le 24 h, conservare in congelatore a —20°C)

Bl (PER TEST DI STABILITA)

10/11.&1] Centrifugare 0.6 mi di urina per 10 min & 20°C con rofora basculante a 2700 rof
/1 x| Mettere 0,5 ml di sovranatante in una provetta Microcon

12/1t fr| Aggiungere 20 pl di Pepstatina A e 5 ul di soluzione Complete

13/l | Centrifugare a 6200 rpm per 20 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angalo fisso,
concentrando fino ad un volume approssimativo di 30 i

144l rAggiungere 200 pl di tampone acetato 50 i nel restante campione e mescotare con vortex prima di
capovolgerlo

T8/1i & | Capovolgere [a Microcon e centrifugare a 3000 rpm per 10 min nefla cenfrifuga refrigerata @ 17°C con
rotore ad angolo fissg

18/l zr] Portare il valume del campione recuperato fino a 0,5 mi con tampone acetato 50 mW
17/ | Aggiungere 20 ul di Pepslatina A e § ul di soluzione Complete
18/1E @[ Incubare per 15 + 2 min a T ambiente

| 19m & Aggiungere una miscela di BRP ¢ NESP in modo da otlenere una concenlrazione pari a 1.5 volte ta
concentrazione usata per gli standard di riferimento

20/t k| Incubare tutta la notte a 37°C
21/ 3| Prendere 20 pl e riscaidarli a 80°C per 3 min
22/11 41 | Andare al punto 27 e seguire il procedimento (@sclusi | punti 28 e 37)

C — FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE
2713 |Accendere il refrigetants, impostando la temperatura a 8-10°C
286 |Prelevare | campioni trattali dal frigo
202> |Prelevare il Gelbond e lagliario di lunghezza pad a 16,5 cm utilizzando a parte pli omogenea o
lasciarlo tal quale
30 | Posizionarlo sulia piasira del Multiphor II. gia bagnata con kerosene [R-171 Lotlo &g, ]

313 | Rimuovere I'eccesso di kerosene con carta da fillro
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3z

Preparare |2 soluzionie catodica agglungendo a 1,9 mi di acgua ultrapura 100 pl di soluzione di
anfolitl 6-8 [R-170 Lotto <73 1¢ 10 pl di RMET [Lotto <ed ]

333"

Poslzionare sui fati nitl lunghi le strips imbevute rispeftivamente della soluzione catodica ed anodica

Potenzlale; 250 V
Corrente:
Potenza:
Durata:

17w
30 min/ 60min

Potenziale: 250 V
Corrente: 25 mA
Polenza: 26W/

Durata: 30 min/ 80min

Chiudere il supporlo e Impostare i seguenti parametri:

17 A (proporzionale alle dimensioni del Gel)

O nel caso la lunghezza del gel sia parl & 25 e

Completare la saguente tabella con | parametri di inizio e fine corsa:

Potenzlale
(V)

Corrente
(mA)

Potenza

Tempo
{min)

(%\19

3“)

s\

AS

(g,

sSo

38

Prefevare gli standard dal congelatore

3641

Preparare gli standard:

MISCELA BRP NESP 1.2 QBRNE‘I-/_
Aggiungere 0,32 - 0,16 ng® di BRP [BRP Lotto“le ]2 0.2 - 0,15ng°di NESP [NESP Lottocd® |

MISCELA BRP NIBSC (BRNIB) .
Aggiungere 0,16 ng® di BRP {BRP Lotto ] 20,0025 ng* di NIBSC [NIBSG Lotto ]
MISCELA NESP NIBSC {NENIB}
Aggiungere 0,15 ng® di NESP [NESP Latlo 120,0025° ng di NIBSC [NIBSC Lotto ]
SOLUZIONE NIBSGC 0,02U1 - 0,04U1 {NIBSC1- 2)
Prefevare dalla soluzione standard [NIBSC Lotto<s,
soluzione da 0,02-0,04 Ul

] 10-20 i, in modo tale da oltenere una

SOLUZIONE MIRCERA (MIR)

Prelevare 20 i dalla soluzione standard di Mircera  [MIR Loto oy ]
SOLUZIONE Dynego {Dyn)

Prelevare 20 pul dalia soluzione standard di Dynepo  {Dyn Lotto 1.

37a

Scaldare i campioni a 87 °C per 6 min 37h o | aggiungeie quantita sufficiente di urea poce
a poco fino a saturazione andare 2 punto 39

380

Immergere | campioni precedentemente scaldati, nel bagno refrigerante per 30 s

395

Agaiungere; -al campioni if 10% di Surfacts-amps 80 (Twean 80) [R-168 Lotto w.cy |} per volume di
ritentato

-agli standard (eccetto Mircera) aggiungere 2,2 w di Surfacts-amps 83 (Tween 80) [R-

166 Lotto ¢l ]ogni 20yl

*1 Ut = 8 ng. £ consentilo verare le quantild purché ia cencentrazione raggiunta non super quella sordispondante a 3 volte il LOD.
E ,onsmk*to variare il volurns di RMET purché i rapporlo fra il volume della soluzlone di anfafii 6-3 @ guelia fotale restiinvadiata,
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FOCALIZZAZIONE
40 (| Aprire 1l supporto & posizionare le strips portacampionl (o applicatori & pozzetto) dalla parte del
el catodo nel numero corrispondente ai camplonl e¢ agll standard
41 | Prelevare | carnpioni e gli standard e posizionarll sulle strips” secondo if seguente schema; =
BRNIB
NENIB
Dyn®
MIR
NIBSC (10 2) '
BRNE(102)
Bur®
USPrERPQ®
CAMPIONI
BRNE (10 2)
NENIB
BRNIB
Oppure nial caso la lunghezza del gel sla pari a 25 cm:
NIBSC (1o 2)
BRNE(102)
Bur®
UsSPrerPo®
CAMPIONI
BRNE {1 0 2}
CAMPIONI
BRNE (10 2)
CAMPION!
NIBSC {1 0 2}
BRNE (10 2)
NIBSC (102)
Oyn®
MIR
Compllare la tahelia seguente in base alla sequenza di caricamento:
Posizione Campione Volume di ritentato (pl)
1 PP o NTHE A+ B
: TR 20
y YSe tha w22
4 e 15
5 OECe A LG B3upa .o ]
6
S MRS 2.0
8 e AQGURIC 82
¢ Quantitative massimo per ogni stdpipazzedlo: 20 | i case di volumi supariori, soviappora un'altra steip e ripetere Foperagionn L2

gu'sizimm egh standard pud anche esser variala, purche i campioni restine in posizione cznirasla, La sequenza deserita & inicativa.
T ITRUR & obsbfigatorisy solo in 3ede di conferma; in basa alla seatenza da confermare sard impisgata la USP corrispondenie; in sedse di

sersaning & possihile omelbare i2 prasanza dello standard di Dysnepo.
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RICERCA D1 ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
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L - IRl c%",
10
11 T
12
13
H Sro = RESE Eomb 1L
15
16
17 i
18
19
20
21 =
22
23
24 i
25 T
;: (o820 dNTSE o
28 |
29
30
427 |Chludere il supporlo ¢ impostare i seguenti parametri:
Potenziale: 2000 V
Corrente: 17 mA
Potenza; 17 W
Potenziale per ora: 3600 Vh
O nel caso la lunghezza del gel sia pari a 26 em;
Potenziale: 2000 V
Corrente: 26 mA
Potenza: 28 W
Potenziale per ora: 4000 Vh-
Cornpletare Ia seguente tabella con | paramstyi di inizlo e fine corsa:
Potenziale Corrente Potenza Potenziale per cra Tempo
(V) {rnA) (W) {Yh} (min}
el L5 A i o
leo L 8.5 RS dos B.0%L
432" | Tagliare due rettangoli dl Durapore e Immobilon P e 18 rettangoli di carta da fitrd® o simile delle
gimgnsfom di 8 {esatti) x 16,5 cm. Nel caso la lunghezza del gel sia pari a 26 cm, la dimensioni sono
X22,5¢
L;E';rﬁ Preparare (‘LH‘RIS aggiungendo a 7,21 g di Glicina [R-184 Lolto exa9 ] 1,81g di Trizmabase [R-
| |167 Latto 0¥ | & portando a volume con acqua Ullrapura in un matraccio da 500 ml.
456 | Quando if polenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare lre vaschetle delle dimensioni di 25 x 25

| % 8h om contanenti rspeltivamente metanolo [R- 038 _Lotto 37 |, acqua ultrapura e GLI- -TRIS

Sg Qonseatilo variaie il numerd dei fogll a seconda della spessore della carta.
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Immergere un retiangoio delia Immoblion P nella vaschetta contenente metanolo per 1 minuto,
quindt immergeria In quella contenente acqua per 2 minutl e quindi in quella contenente GLI-TRIS
per almeno 20 minuti e posizionarla sullo Siow mixer.

47.¢f | Immergere un rettangolo della Durapore nella vaschelia contenente GLI-TRIS per almana 20 minull
@ posizionarla sullo Slow mixer,

4847 | Quando la corsa eleltroforetica & a circa 3500Vh nel caso lunghezza del gel sia pari a 16,6 om o
3200Vh nel caso la lunghezza sia pari a 25 om, appoggiare ai bordi delia vaschetta contenents GLI-
TRIS | fogli di carta da fitro in due pacchetti da quattro ciascunc®, in modo tale che si imbavano di
soluzlone per capillarita.

480 Prolungare la corsa

8lez NO Z-andare al punto 50

Al termine della corsa (3600Vh nel caso lunghezza del gel sia pari
8 16,56 cm o 4000vh nel caso la lunghezza sla pari a 26 cm),
impostare | seguenti pararnetri per 10-18 minuti max;

Potenziale: 2500 v
Carrente: 17 ma
Potenza: 34 W
Potenziale per ora: 500 Vh
O nel caso la lunghezzz del gel sia parl a 25 o
Potenziale; 2500 v
Corrente: 25 mA
Potenza: 50 W
Patenzlale per ora: 500 Vh

Completare la seguente tabelia con i parametri di inizlo e fine

corsa;
Potenziale | Corrente |Potenza | Potenziale per ora | Tempo
M) (mA) (W) (Vh) (min)

I

50,67 | Eseguire il conlrollo visive per verificare 'uniformita delia migrazione del rosso metile e se passibile

fotografare il gel
. D-Primo BLoTTING

5102 | E' possibile immergere il gel in una vaschelia contenente Gli-Tris 2 (preparata di fresco pesando
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina e portando a un volume parl a 500ml con acqua ultrapura)

52, | Posizionare il Gelbond sul fiim remover e tagliarlo in modo che la larghezza sia asattamente B cm e
la lunghezza 18,5 cm v 22,5 cm.

531 |Prelevare dalla vaschetla |l rettangolo della Durapore e soveapporlo rapidamente 2l Gal e
analogarnente sovrapporvi I rettangola della immobilon P s quindt un pacchette df carta da filtro
prelevati dalle vaschette.

54.6] Sovrapporre quindi un reltangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, par eliminare le bolle
d'aria,

8541 | Capovolgere lnsiame (pacchetlo, Immobilon P, Durapore & gel) sulla piastra Multiphor 11

S8 | Rimuovere Il gal dal Gelbond e Sovrapporvi rapidamente il secondo pacchelto di carta da filtro

15707 | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare o bolle |

fi'aria,
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FEOERAZIONE MEDICO SBFORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO Ft.118
LABGRATORIO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
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Rev. 9
882 | Chiudere il supporto & impostara | sequentl parametr;
Potenziale: 40 V
Corrente: Arda del gel
Potenza: 80 W
Crata: 30 roin
Completare la seguente tabella con | paramelri dl inizlo ¢ fine corsa; e
Potenziale Corrente Potenza Tempo
- (V) (mA) (W) {min)
(& 152 2 ! 7
o] e L BN
5847 | Preparare FBS & DTT.

PBS
Portare a volume con acqua ulfrapura fn un matraecio da 1000 ml § tavolette df tampone fosfato

safino [R-165 Lotto « &L 1, Mescolare mediante agitatore elettromagnetico,

DTT

Portare a volume con PBS in un matraccio da 250 m 192,8 mg ditiotreitols {R-182 Lotio <3 |,
Tale soluzione deve essere utilizzata entro trenta minuti dalla preparazione, causa ossidazione.
6061 | Al lermine della migrazions, dopo aver aperlo il supporto

Melters in una vaschetta da 30x 15 x 8 ¢m 250 mi di DTT & irmmergarvi |l rettangolo di lmmobilon P
(1P

614 |Posizionare la vaschetta per 60 minuti in incubatore a 37°C.
82,5 |Preparare le soluzioni LFM T
LFM 5%

Portara a volume con PBS in ur matraccio da 250 ml 12,5 g di laite in polvers a bassi grassi
[R-178 Lotto =543 ). Agitase con agitatore magnetica.

LFM 1%
| Portare a volume can PBS in un matraccio da 100 mit 1 g di latte in polvere a bassi grassi
' [R-176 Lotlo ©57 ). Agitare con agitatore magnetico.

633" |Lavare la IP1 con PBS, mettere In una vaschetla da 30x 15 x 8 om 250 mi di LFW 5% ¢ immergarvi
i rettangolo di 1P1

8457 | Posizionare a vaschetlta sulle Slow mixer per 60 min
852 | Lavare la IP1 con PRS

6G 27 | Preparare la soluzione Clona AE75A !
Aggiungere 40 ul” i anticorps antieps [R-173  Lotto :¢,& ] a 40 mt di LFM 1%
87 &+ | Meltere in una vaschetta di vetro da 17x & om (dimensioni interne-oppure da 25% 13 &m in caso dil
gel da 25 cm) 40 ml di soluzione Clone AETEA e immergarvl a (P 1

6861 | Posizionare la vaschetla sullo Slow rixer par 60 min: In caso di lempi superion, porre 1o Slow mixer
in frigorifero {In quest'uftimo caso dapo aver tofie la vascheta dal frigorifera lasciarta ad agitare
J sulio Slow mixer 2 T ambiente per circa 20 min)
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LABORATORO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI i
Rif. MP031 - Allegain Pag. B/t0
Rew. ¢}
892" |Preparare le soluzioni;

B8

LFM 0.5%
Portare a volume con PBS in un matraccio da 2000 rat 19 g di lstte in polvers a bassi grassi

iR-17¢ Lokto3) | Agitare con agitatore magheticn,

-280 i oli;
HALFM 5% -
1 INK aggiungere 250 b of Indian Ink {R-177  Lokto 1 a 250 mi di LEM $% precedentarents
preparato
7087 |Lavare In una vaschetla da 30x 15 x 8 cm la IP1con Ia soluzione LEM 0,5%, ponandola sullo Slow
mixer per 1 minuto
714 | Effetiuare tale lavaggio per allre ire volte ponendo la vaschelta sullo Slow mixer per 10 minuti
E - SECORDO BLOTTING
723 | Preparare l'acido acetico 0, 7%
Portare 4 volume con asqua ulfrapura in un matraccio da 500 ml 2.5 i di acido acetico
[R-003 Lottocty |, S
| [730r | Preparare tre vaschetie delle dimensioni di 25 x 25 x Bh o contenenti rispetlivamente metanolo,
) acqua ullrapura e acldo acetico 0.7% |
! 74g7 | lmimergare un rettangolo della Immobilon P nella vaschetia contenente metanclo
[R-038 Lotts S92 ]par 1 minute, guindi immergeria in quella contenante acqua par 2 minuti o
| quindi in quella contenente acido acelico 0,7% per almena 20 minutl
764" |Immergere un reltangolo della Dirapore nella vaschetta contenente acido acetico allo 0.7% per
almenoc 20 minuti.
7887 |5 minuti prima di utifizzarli. appogglare ai bordi della vaschelts contenente acido acetico 0,7% i fogli di

carta da filtro o simile in dus pacchetti da quatiro clascuno®, in mado tale che si imbevans di soluzione
por capilfarita

Sulla piastra del Nova Biot posizionare il pacchetto da quatio fogli di carta da fillro

Lavare la IP1 con PBS e sovrapporia rapldamenta al pacchetto

Sovrapporre rapidamente la Durapare

Sovrapporre rapldamente la fmmobilon P (al termine della corsa nominata 1P2)

Sovrapporre rapidamente il pacchetto da quatiro fogli di carta da filtro®

| Sovrapporre quindi un rettangolo di parafim, facendo pressions con Un rullo, per eliminare 1@ bolla

d'ana.

Chiudere il supporto e impostare i sequenti parametri;
Patenzigle: 35V

Potenza; 40 W

Corrante: 0,8 mA x Area del gel

Durata: 10 min

Completare |a seguents tabella con | parametri di inizio e fing corsa:

Potenziate (V} | Cormrente (m#) Potsriza (W) Tempo(min} |
}é I ___J_‘ A(j .E").[,[ o (. {S ] \f_:f‘ -
5 5 ‘1 s }’

59/70



Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package . Sample A code 3511158

FEDERAZIGNE MEDICO SPORYIVA FTALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIROPING
RICERCA DI ERITROPGIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI .
Rif. MPO31 - Aflegata Pag. 910
I Rev. 4]

844 | Siéinterrotta Fanallsi all'incubazione con I'anticorpo primario

Slg NC [+édndare at punto 85
Preparare ia soluzions LFM 1%

Partare 4 volume con FBS In us matracsio da
160 mi 1 g di latte In polvare a bassi grassi (R-
178 Lotto . Agitare con agitatore
magnetico. 3

854y | Al termine della seconda migrazione aprire il supporto, prelevare i rettangolo di IP2 & immergerlo in
una vagchetta da 30x 15 x 8 cen 250 ml di LFM 5% (oppure INK); immergsre ta 1P1 in una vaschelis
cuntenente PES e conservaria in frigo fino al termine delfanalisl

86 | Posizionare |a vaschelta sullo Slow mixer per 60 min.
874 |Lavare la1P2 con PBS
883 Preparare ANT! I9G

Aggiungare; .
J226 W' di anticomo segnato con a biotina Plerce [R-175  Lotio & Ja 40 midi LFM 1%
310wl dt anticorpo segnato con [a biotina Parfs [R-175 Lotio J a 40 mi di LEM 1%

| 89pr |Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 om (dimensioni interne-opp, da 25x13 in caso di gel da 25
cm) 40 ml di soluzione ANTI IgG e immergerd 14 1P2

80+ | Posizionare la vaschelta sullo Slow mixer per 90 min, In caso di tempi superiori posizionare lo Slow

rixer in frigo {in guestuitimo case dopo avar oo la vaschetta dal frigorifero lasciarla lasciaria ad

agltare sullo Slow mixar a T amblenie per circa 20 iy

91 1 Preparare le scluzioni

FBS

la soluzione LFM 0.5%

Portarg a volume con PBS in un matraccic da 2000 nil 10 g di latie In polvere a bassi grass
[R-178_Lotto &3} |, Agitare con agitatore magnetico.

g2 i | Lavare in ung vaschetta da 30x 15 x & cm la IP2 con la soluziong LFM 0,5%. ponendela subo Siow
’ mixer per 1 minwto

Q3% Ripetere tale lavaggio altre due volte

o

04y |Effettuare lale lavaggio per altre (re volte ponends la vaschelia sullo Slow Mixer per 12 minui,

957 | Siéinterrotta l'analisi allincubazione con Ianticorpo secandario: 1

’ pi%al o i R NO 71 andare al punip 96 .

Preparare la soluzione LFM 1%:

Portare a volume con PBS in un matraccio da

100 ml 1 g di [atte in polvere a bassi grassi

IR-178 Lottoww72 1, Agitare con agitatore

magnetico. _

9847 | Preparare la soluzione Perossidasi

I Aggiungere 150 uf di streptavidina perossidasi Plerce [R-174 LoltotX: ' | 2 40 o di LFM 1%

] Aggiungere 20 yI di streplavidina perossidast Biospa [R-174 Lotte 1a 40 midi LFM 1%

| |e7) | Lavare 1a P2 con PBS o

| [oga™ | Meltere in una vaschetia di velro da 17x B cm (dimensioni interne-opp. da 26x13 in caso di gel da 25|
sm) 40 ml di soluzione Perossidasl @ immergervi la P2

| 991" | Paosizionare la vaschetta sullo Slow Mixer per almeno un‘ora

i 100F7 |Lavare in una vaschetla da 30x 15 x & om la IP2 con fa soluzione PBS, ponendola sullo Slow Mixer
per 1 minuts

| [1o1a Ripeters tale tavaggio per alire due volte

| 102y | Effetuare tale lavaggio per altre re volte ponends 1a vaschelta sulie Slow Mixer per 10 iUt i
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1036 | Preparsre

H subito prima di utiizzans is soluzions Covalight, mescalarido uguall velumi {15 ml + 15 mil) " delle
dus soluzioni West Pica Pisrces [R176 Lol = % I

(3 10 minutl prima del suo ulitizzo @ soluzfons Covalight, conservandola al buls, agglungendo 25
goces di CovB [R-176 B Loto [in 25 mi di CavA [R-1768 A Loto Y.

[ 104 |Mettera in una vaschatta di vetro da #7x 8 om [dimensioni interne-oppure da 26x 13 in caso di gel da
286 om) ke soluzione Covalight preparata al punfo precedante ¢ immergervi fa H*2

1052 | Agitare la vaschetta per qualche secondo

—_—

F - RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA
108# |  Posizionare la IP2 nel rivelatore.

107.2 Esporla par. 131 minuts A5 6 rofnuti £ 10 minuti A5 miout @30 minuti
8T sono verificate nan conformita duranie fo svolgimanta della procedura 7
aNo (3 81 vedere Rapporto FLOS3 N*
Operamr Siglae Ffrma Data — Oporaziond eseguite ]
e s e dapunto [/ T2 punto [ {1 o de felufa 2uft
sl |dapuntoigi)apunto frle ik o 22
D XX o e da punio [31] 3 punto [ e

dapuntof Japunto | |
dapunto[ lapunts [ ]
|dapunio[ japunto [ ]
dapunto[ Japunto { ]
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11.3.4 Confirmation Test Results

Gel images and data of positive control standard (BRNE and Mir), negative control
standard (NIBSC), sample internal laboratory code 10E003 A4433 (including the
stability test), positive reference sample (USPMir) and negative reference urine
(BUR).

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

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100522-15min_tif 2010.05.22 Laboratory: Laboratory
Image File: 100522-15min.4if Date of Analysis: 22/05/2010
Operator: 1327
= e — . e RN, S — P — i
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POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP STANDARDS (BRNE)

GASepo Anaiysis Report

Session: Analysis 100522-15min.1if 20100522 Laboratory: Leboratory
Image Flle: 100522-15min.fif Date of Analysls: 22005/2010
Operator: 13.27

1. EPOog + Darba Lane #1: EPOwp + Darbo
28,8% o f .
- N ~ N MY . Volume § Valurne J§ Volume § Helg Herght Height
5 95 68,8 150,8 02 08 28 -04 16

16,2 03,1 3780,3 3p 150 34 44 18,3
19,3 1148 76485 78 303 825 82 3
190 136,8 96709 10,1 391 1005 132 552
20,1 1560 59433 81 28 517 6,8 284
18,7 265,0 64152 66 254 23 58 233

19,0 2738 218491 25 87,0 1465 19,3 80,5
200 2930 250266 @ 259 4000 162.1 -240 100,0
212 3078 141899 145 562 1249 184 68,8

OO0 ® >» 2 v w &

=

LR

NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO STANDARD (NIBSC)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100522-15min.if 20100522 Laboratosy: Laboratory
image File: 100522-15min.tif Deate of Anelysis: 22/05/2010
Ogerator: 1327

e
2.8% . ~ Volume | Volume f Vail Heght § H | § Haighl
R 5 165 729 02 -1t 23 04 25

157
4 15,3 047 12197 18 "e 83 18 10,3
3 19,1 1126 26286 40 254 186 32 06
2 04 1334 38144 57 368 22 55 357
1 210 1518 73107 110 ns 710 122 78,7
« 205 1700 o631 147 %45 709 138 886
p 20,1 1899  9A397 145 9033 02 155 1000
1 203 2058 1036 158 1000 a7 153 93
5 205 231 76997 19 765 730 126 80,9
¢ 18,8 2413 53809 81 522 28 74 725
A 186 2500 34432 52 33 0s 53 89
] 174 2759 24415 a7 ns 16,8 29 187
c 19,1 2005 14650 22 142 1,1 19 123
D 107 3072 8185 12 78 73 13 at

A ERN
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PosITIVE CONTROL: MIRCERA (MIR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100522-15min.tif 2010.05-22 Laboratory: Laboratory
Image File: 100522-15min.tif Date of Analysls: 224052010
Operator: 13.27

100,0% o1
= saieis = 5 Volu cf - Height & Height
ki 3 182 4290 50342 145

5 243 317
4 175 578 BERT.5 332 281 56,9
E] w5 693 14505,8 671 459 100,0
2 17.1 BO.T 66866 400 213 595
1 @ma 116.2 318 1.1 07 16

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 0910E003 A4433: CONFIRMATION

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100522-15min.iif 2010-0522 Laboratory:
Image File: 100522-15min.tif Date of Analysis: 22/05/2010
Operator: 13.27

8. T0EQ03 A4433C Lane #8: 10E003 A4433C
09,0%
: g ~ -~ 5 volurmne | Voiume J volume | He:ght
i 7 64 137 093

enty
217 us e1zs

A\ 6 182 22 19468 154 Ex) 1967 263 98,0
, i s 174 646  SU0667 47D W00 2009 z74 1000
3 : 1 174 7 0m8E 282 558 ms %3 %0
& 3 18,1 854 137306 109 nz 1243 183 86,9
ST 2 183 1264 T 02 05 28 04 14
J [l b 1 180 461 M6 01 03 23 03 12
. a 184 1859 990 01 02 15 02 08
bt B 201 B9 30 00 o1 09 a1 05
L2 . y 200 19 258 00 oo 09 ot 05
EE s 207 2156 00 00 oo oD 00 0o
[ o 0
&
L v ] ?
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SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 0910E003 A4433: STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Sasslon: Anatysls 100522-15min.All 2010.05-22 Labomtory: Laboratory
Image File: 100522.15min.uf Date of Analysls: 22/05/2010
Operator: 1327
RO
= o
- 6 204 478 2094 03 a9 17 02 09
5 18,2 738 9605 12 42 09 12 48
4 179 06,8 37940 48 166 387 50 198
s ) 3 92 1166 664 82 /7 2 95 w3
2 198 137,3 67849 82 26 773 106 418
1 19,1 1507 36185 a4 158 380 52 204
A 215 260,1 44862 54 198 3,1 54 211
B 213 2150 183951 199 716 1389 190 748
L [ 21,3 279 228838 278 000 156 255 00,0
- D 0,7 3016 135665 165 03 w76 148 580
£ 15,1 36,1 1912,1 23 94 7,7 24 85
-
D4

POSITIVE REFERENCE SAMPLE (USPMIR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100522-15min.tif 20100522 Laboratory: Laboratory
Image Flie: 100522.15min.ti Date of Analysis: 22/05/2010
Operstor: 1327
T
o
Q9 20 131 3548 07 30 -39 o7 33
- 218 310 12286 23 05 10 24 108
7 19,1 456 33151 61 284 289 70 310
-] 18,8 812 49211 3} 422 28 104 459
5 16,9 s 11867.0 215 1000 932 ns 1000
4 15,1 830 6497.7 128 557 209 29 49
3 17.6 1136 14351 26 23 T3 1.9 83
2 18,5 1357 20849 38 e 1.9 29 128
1 185 1551 35272 a5 302 %7 65 287
a 202 1742 37065 68 319 20 63 79
B 208 1930 39680 73 340 N3 76 33,6
¥ 211 2087 38070 70 26 X} 72 321
& 21,4 2269 33735 6.2 269 26,7 65 286
£ 216 2456 20774 39 78 %5 40 177
A 25 2633 10436 19 89 77 19 83
8 232 2800 6011 11 52 48 12 52
C 238 295,0 3685 a7 32 30 a7 32
D 233 3113 6 04 17 18 04 20
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NEGATIVE REFERENCE URINE (BUR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysls 100522-15min.tf 2010-05-22 Laboratory: Laboratory
Image File: 100522-15min.tif Date of Analysis: 22/05/2010
Operator: 1327
o
24.8% N e Valume | Vofurme § Yolume | Ae:qgiit Heaght Height
g i 5 140 67,7 1.7 02 15 17 04 26
pal ! 4 16,1 047 847 1.9 1®7 70 17 10,6
3 16,7 1153 18032 40 252 133 32 2,1
| 2 171 136,7 3179.8 71 445 25 70 4.6
1 19,1 155,8 52024 16 38 51,0 122 o
a 18,6 1740 6715,0 150 9230 60,3 H4 91,1
B 193 1930 71498 160 oo 66,2 15,8 100,0
¥ 200 2088 6465,8 144 w04 648 154 878
“ 3 206 2269 53719 120 Fiy 495 ne 74,7
o, ” i : E 208 2451 37273 83 521 405 97 61,2
wp “ A 218 2625 2069,7 46 29 74 42 26,3
| i 1 KR B 217 2793 1184,0 28 6.8 112 27 17,0
o (B c 28 2853 6697 15 94 50 12 76
o | @ D 210 3086 3729 08 52 28 07 44
o | &P
=% | @
L |
L c I8
[ o JIiS
121¢

1.3.5 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.
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11.3.6 Result review

FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLO39
LABORATORIO ANTIDOPING
VERBALE [¥ COMUNICAZIONE RISULTATS DI CONFERMA
Pag. 111
Rif. PG00 Rev. 2
LOTTO D ACCETTAZIONE.  JOEL0 R Copice InTerno: A Lt 3R
CONFERMA PER: L4 RCE 24 DatA: L22f 5 / 2O
| VALUTAZIONEIOSSERVAZIONI
Perseryza D MACEA  Sreemangy (LG R0 sl A ITERA |
i _ DOCUMENTAZIONE ALLEGATA
o | o | FOsLODILAVORO
7’| o | TRACCIATI DEI CONTROLLI E CAMPION: (TUTTE LE ALIQUOTE SE QUANTITATIVA)
| o | SEQUENZA DI ANALISI STRUMENTALE
A | g | CRITERIISL (TR, RaPPORTIION, SIN) (FC009)
O | g | FOGLIODICALCOLO {ANALISI QUANTITATIVA] (FC )
2{' o | COMUNICAZIONE RISULTATI D CONFERMA rEPO/NESP {FL158)
g | o |ATRO_FLOKD
(*) n.a. : non applicabile
. —en ok S50
RESPONSABILE ees < \.:....H =y
ESECUZIONE PROVA
Sigla Firna
VALUTAZIONE/OSSERVAZIONI DEL DIRETTORE SCIENTiFICO
.................. A °\ﬂ—s'h1 Al on, CZ-E _LeJ;z ‘a’“v’—
....................................................... //
DIRETTORE SCIENTIFICO: }%/0 }Q‘/\_ i -
L v -‘h‘q"
Sigha v Firma [/

DATA;
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11.3.7 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 10E003 A4433.
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.4 Second opinion by AFLD Laboratory (Paris) on the EPO analysis
results on sample code 10E003 A4433

. Etooszeonnss B
BN [T
@ m%ildqwumw Chitenay-Malabry May 25%, 2010

Département des analyses

Laboratorio Antidoping

Dr, Francesco BOTRE

Federazione Medico Sportiva ltallana
Large Giulio Onesti 1

IT - 00197 ROME RM

ITALY

According to the files corresponding to sample 10E003A4433 (screening,
confirmation and stability test) and WADA criteria from TD2009EPO, we conclude
that this sample shows the presence of recombinant erythropoletin {pegylated
Epoetin beta - MIRCERA).

Best regards,

Dr kangdise LASNE
irector
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1.5 Test Report

Documentation Package

Sample A code 3511158

Largo Giulic Onesti, 1

FEDERAZIONE MEDRIGO SPORTIVA ITALIANA RAPPORTO DIPROVA 00197 Roma
| LABORATORIO ANTIDOPING FMS? TEST REPORT Tol:439.06.36859500
) Fex:+3%.06.5079971
Prot. 1728/DEX /st DataiDate 26/05/2010
RAPFORTO DI FROVA SUPPLEMENTARE AL F SUPRLEMENTARY TEST REFORT TO FRUT 1550FIARIK
RISERVATA PERSONALE/CONFIDENTIAL
AlTo: |AAF,
Att.norAteention: Or. &, BOLLE'
IngdirlyrarAddross: BP 369, 88007
GAP Citth Nazloneif*C Platy Country: !Lt_c_mmo CEDEX
LOTTO Bl AGCETTAZIUNEIR ECEIRT BATCH: JOED03 |[CATENA DI CUSTODIAITEST MISSION CODE: IAAF 0312010
RIGHIEDENTE fricmenenrs: FIDAL FEDERAZIONE IFEDERATION IAAF
SPORT-GARAISPORT-EVENT: ATHLETICS - GARA INT.LE DI MARGIA 20 KM - IAAF LUDGO IPLace: SESTO SAN GIOVANM
DATA DELLK GARA 01/05/2010 A OANRIOHY 02/05/10 - 820
INZIO ANALISE ' FINE ANALISI:
START OF ANALYSIS 03/05/2010 END OF AHALYSIS 26/05/2010
. , TIPO OITEST N COMPETIZIONE CON EPO/NESPIIN. |
TIPO Ol CAMPIONEITYFE OF SAMPLE: URINALIRINE TVPE OF YESTY COMPETITION WITH EPO/NESP )
CODICI DE| CAMPION) ANALIZZATISAMPLE CODES E
CODIGE COUKE
CODWE INTERNG]  ESTERNG 4GS0 [[CODIGE INTERND|  ESYERNC SESBO
INTERNAL COME | EXTERWAL | GENDEA || INTERRAL COOE | EXTERNAL GENGER
(o] GODE
A4433 3811158 M - s -

] Thods 4

1 metod] ullizzati sono fportal na

| d ELODB! i are 1ap ELOOG | . .
Talt metodi senc In accorda con i decumenti ISO/EC 17025 ¢ WADA Intemational Slandard for Laboratories! These methads ane in compfiance with 1SOAEC 17625
standsrd and WADA Inpemalional Standard for Labaratorias

| risultati analitich si rifenscono esciusivamente ai campieni solioposti & pro!

H csmpionamants & a curs dal clientefTite client ts resgonsibls for the sampling

RISULTATURESULTS !

AMALISI PER / ANALYSIS FOR: EPO £ ANALOGHI | EPO AND ANALOG UES

Adverse Analytical Finding

L& analisi effettvate sul campione A sopra dportalo hanna evidenziat

- CONTINUDUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR ACTIVATOR (CERA)
NOTE, PARER] D INTERPRETAZION| INOTES, OFINIONS AND INTERPRETATIONS

wai The anaiytical results refer exclusively (0 the sempies includged o the report.

0 la presenza di The complete enalysis of the A sempl showed tha pressnce of:

The samgle showed an alypical IEF EPO profiie thal deas not il with endogancus EPO. Alhlelo™\[:

ovallable, is sironply recommended.

gting sn&h?ansiycis?bfood sample, if

LT3 R0 (ADAMTY

Partisl coprodction of s repest withou! auifiodzation of the Sdlentiic Dirgctar is farkigcsn

i RPOGT Reu S Prsg. 41
Rif PGIOT - Alingatd
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