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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 botties) 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 10EC03
B4433. The “B" samples were immediately stored in the freezer (-20°C). The “B" analysis started
on 14/06/2010 at the presence of Prof. Helge Oftebro, Mr. Stephan Platzer and Mr. Erik Tysse, the
"B” sample identified with internal code 10E003 B4433 was visually inspected by FAF,

The seal of sample internal code 10E003 B4433 was broken and aliquoting for EPO analysis, SDS
Page, stability test, determination of pH and specific gravity and steroid profile(following specific
request by the athlete: data not included in this package and data available upon request) by TUS
on 14/06/2010. In the same day TUS measured the pH and the specific gravity and performed the
sample pretreatment for confirmation. The complete procedure of detection of recombinant
erythropoietin and analogues (I[EF and SDS analysis) was performed by TUS between 14/06/2010
and 17/06/2010. The “B” bottle was resealed {new seal code:1000892)

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

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

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

(CERA) in the sample code 10E003 B4433,

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

laboratory staff).
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SECTION I:
RECEIPT AND HANDLING OF SAMPLES

7179



Laboratorio Antidoging -FMSI Documentation Package Sample B code 3511158

1.1 Documentation of shipping and receipt of intact samples
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.2 Doping control form

Please write legibly and in CAPITAL lelters / Ecrire lisiblement en majuscules
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1.3 Laboratory sample reception form

Ij - :.':-‘ = 4:-‘ .

B ACCET FAZIONE STRAGRDIMARIA D
i Pag. Ty
I Rev. T

RIf PGEi0

J DiaTa of RICSvBaErT: D E’ (gq £ J(’)Rﬁi gr‘ Z__,o

N BORSE DI TRASPORTO RICEVUTE: '

P

i

| RICEVUTE TRAMITE !
;! 1 Ma:.:lz:f;;i COGNIVE B HOME . TTErmn [
| srormive !
H i e
E LrCormens I OF NTIEATIV i (N“ —
| A % T3l 3161
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| E— _ S
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I

S D8 COMPILAREE A CURA DEL PERSONALE DOPO AVER EFFETTUATO LA RICEHONE!

oy |

LOCALIZZAZIGNE

BORGE: j
I

Ny e
SIGLA E FIfdA DEL PERSOMALE CHE HA BEF ETIU( TO LA RICETIONE:

/“mf |

#
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I.4 Documentation Linking Sample Identification Number to Laboratory
Identification Number (Laboratory sample registration form)

RIF. FLO46

1008

ACCETTAZIONE E REGISTRAZIONE CAMPION]

RIF PGODYT

CATENA DI CUSTODIA

LOTTO DI ACCETTAZIONE N° 4DEGG3 -

IAAF 0312010

Pag.

i

Rev.

o

sz

CAMPIONI SOSPESI:

DATA DI RICEVIMENTO: 02/05/2010 ORA .20
RICEVUTA TRAMITE: CORRIERE
SPORT-GARA: [ATHLETICS  GARA INT.LE Ol MARCIA 20 KM - IAAF  ISVOLTA IN DATA: 0110512010
LOCALITA:  |SESTO SAN GIOVANNI FEDERAZIONE
EB CAMPIONI A E B ~CAMPION
CODICE COBICE CODICE | GODIGE | CODICE | CODICE
_|..ESTERNO INTERNO | ESTERNO | INTERNO | ESTERNO | INTERNO
3511168
. T [
CAMPIONI A E B CAMPIONI AE B CAMPION! A E B
ESTERNO | INTERNO | ESTERNO | INTERNO | ESTERNG | INTERNO
P
. LEANMPION A" SOND STAT! COLLOCATI NEL FRIGICONGELATORE: FROIS .. -
tCAMPION] “8* SONQ STATI COLLOCATI NEL FRIGOICONGELATORE: cO010
T LOTTO B 5TATO ACCETTATO REGOLARMENTE?
[_j*s\r NG VEDERE RAPPORTO FLODZ RIF. PNC N° PROT
T N PROT
N PROT

DATA, SiGLA E FIRMA DEL RESPONSABILE ACCETTAZIONE

1279
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1.5. “B” Analysis sample opening forms

FEﬁERAZlOINE MEPECO SFORTEVA |TALIANA_ L FOGLIO DILAVORO FLOS0
LABORATORIO AN ﬂDOPING_
NUOVO VERBALE DI APERTURA IN CONTROANALISI
Pag, 1/2
| RifPGO02-Allegato Rev. 3
} DATA DI CONTROANALISY.  14/06/2010 ORA DI INIZIO:
“B" sampie analysis date; Sterttime:  OF O
L'APERTURA DEL CAMPIONE “B" 5| SVOLGE ALLA PRESENZA DE
Poople wilnessing "B* sampla opanmg:
COGNOME E NOME QUALIFICA *
Last name and firs! prame . Pasition
L TYSSE SRAK AT LT
T
PLATRES DTEPEAND TRAL S
OETEReO KL Cus SCASIITES A D RSQR,
BOTRE  TEA YT & = Gl Er e T EF CcxoR
DeT LA oD REr et \E=R LCe 2 oS e Tl RecroR
AT MtAQUA CABOIGUA €3t \AA).\T‘—{ AR DALTE
ERL D e TARLE S A S T A e S TR ET AR AT RAMACHE
TUEL SrEthALK ARIALL SC OF %ﬂmmé”&uﬂl s
s p— — T oo
(£8) pio T m0esaNT AT _THE 0PEANS. | LINP
D N
{*} ALLEGARE EVENTUALI DELEGHE DI RAPPRESENTANZA /’_’;.’/’
Please, énclose here all the relevant authorizalions
[DENTIFICAZIONE DEL CAMPIONE
SAIPLE IDENTIFICATION
[ GaRA: GARA INTERNAZIONALE DI MARCIA 20 Kivt
Cotnpatition:
[ SVOLTAIN DATAT 01/05/2010 LocaLITA: SESTO SAN GIGVANNI
Compehition data: Flace:
| FEDERAZIONE / SPORT, FAAF /ATHLETICS DATA DI ARRIVO DEL CAMPIONE: 02/05/2010
Federalion t Sport: Samye receipt date:
CODICE CAMPIONE "A", 3511158 CODICE INTERNO ATTRIBUITO:  10E003 A4433
Sample "A” coda: Allocaled inlernal cods.
CODICE CAMPIONE "B 3511158 CODICE INTERNG ATTRIBUITO: 105003 B4433
Sample "8" codie: Allocated internal coda:
FARMACOIMETABOLITA RISCONTRATO IN PRIMA ANALIS : CONTINLIOUS ERYTHROPOIETIN RECEFPTOR
ACTIVATOR
Drugdidatabolita forused on frs! onafysis:

Siglare ulte le pagine dol verbala - Plaase, sion all the pages .—\‘ .}m

e, %M —Seg, / (e
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA

. . FOGLIO DI LAVORO FLOSO
LABORATORIC ANTIDOPING

NUOVO VEREALE DI APERTURA IN CONTROANALISE

Pag. 22
| Rit.PGOO2-Allegato Rev. 3
VERIFICA DELLOQ STATQ DEL CAMPIONE “BY
V8" SAMPLE CONDITIONS
CAPSULA  CONTENITORE } “B” SE PRESENTE ;
"B" containgsif any & W’/
LA GAPSULA “8" £ SIGILLATA CORRETTAMENTE? 5 1 |no
Is ihe "B" cantainer propady sealed?
L CODICE CORRISPONDE A RIPORTATO SUL VERBALE Dt PRELIEVO ?
Coes “B” conlainer. correspord to the one reperled in in e dope testing reporf ?
Msyes ~ [Jno [ INON RIPORTATOnot regorted
FLACONE"B™:  [/]SIGILLO PREVISTO! seafcontomplated || SIGILLO NON PREVISTO! soat not contemploted

8" botlie :
LSIGILLOE INTEGRO?  [Vsihes [ MO
Is the “B" baflie sesl intsct?
IL coDICE DEE. [/]S1GILLO / [ ETICHETTA CORRISPONDE A QUELLO RIPORTATO SUL VERBALE DI PRELIEVG?
Does "B" bettlo seal /fabef code corraspond la thal raporied in iha dops testing repon? @Sl!yas D NO
It FLACONE "B" E' CHIUSO CORRETTAMENTE ? ﬁsﬁyaa Cwo
{5 ihe “B" boifle propody closed?
IL VOLUME E’ MAGGIORE O UGUALE AL LIMITE MINRAO? E]/SIIyes )
Iz tha somple volump grater thon or agtral o Mhe miniman: fami?
VOLUKE RESIDUO DOPO PRELIEVO ALIUOTE, 4 /(g 2 M (GHTENUTG PER CONFRONTO GOMN UN VOLUME DI RIFERIMENTG)
Sample voluma algr aliGuoting (sslinatad by comparison with a calibraled boltle)

Il FLACONE "B" E STATO RISIGILLATO BOPQ I, PRELIEVO DELLE ALIQUOTE? Ifyns )
Was boftle "B ro-swaled altor aliquoling?

CODICE DEL NUOVO CONTENITORE L OO 500 2.
Ra-snaling confainay code

Il CARPIONE & STATO COLLOCATO NELLA CELLA FRIGO/CONGELATORE N* C; £ ‘}{,{"‘)
Rafrigoeator N'Freazer N°___ contains the re-sealed "B sample

SPAZIO RISERVATG ALLA ANNOTAZIONE DI EVENTUAL! COMMENT! , RICHIESTE E/O NON-CONFORMITA
PLEASE, WRITE ALL COMMENTS, NON-CONFORMITY OR BEAUESTS INSIDE THIS PLAGE

KT CoTULEN TS O TG pindSRED
D e NENT. B

T
e

et
e

o

P

T

FiRME: 7 {o . i
Signatoros: ¥ "L’R"_ﬁ\’.‘f ' p
%“" ‘["é’ é @ el L

- g
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Comments on B-sample 3511158 Rome, 16th of July 2010
The analysis of the 8-sample 3511158 started at FMS1 in Rome on Monday, 14" of June 2010.

We arrived at 08.30am and started the procedure at 09.00am. After we went through the A-package
side by side with the director antidoping laboratory of FMS], a person went to the fridge at 10.48am!
The direcior left the meeting at 11am. | received the B-sample not in the same way that ! left itin
Sesto San Giovanni. They only presented me the “pure” bottle. It was not covered by the plastic
bag/material i left it after finishing the test and leaving the room in Sesto. The fact that the analysis
would take three days made impossible for my attending person, Dr. med. Oftebro, ta stay through
the whole procedure, until the 16" of June. Dr. Oftebro already commented the big difference of the
specific gravity of 1.025 {measured on May 1%) to a value of 1.010 {measured in the A-sample). Dr.
Oftebro asked also for a steroid profile on A and B samples and a SDS page on the B-sample. After
thawing of the B-sample, the bottle was opened at 11.30am. The bottle was closed again at 11.43am
and went back into the fridge {C0O010) at 12.07pm.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIARA FOGLIO DI LAVORO FLOSO
LABORATORIO ANTIDOPING '
NUQVO VERBALE DI APERTURA IN CONTROANALIS|
Pag. 172
Rif.PGO02-Allegale Rev, 3

DATA DI CONTROANALISE 050772010
" sample analysis date:

ORA DI INIZKD: O?
Stait time: Rl

L'APERTURA DEL CAMPIONE "B” St SVOLGE ALLA PRESENZA
People witnessing "8" sampla opaning:

[al}

Position

COGNOME £ NOME ¥ 5250 Mores Z QUALIFICA ™

Lagt name and Frst name

1YSSE. ERik

AT ETA

FERITH ATESA

nETEARS HEILE
PoTRE' TRANCESLo

D eEWars  Suent Fica

DB A NpRRE KA 1L

\L'C-E" 0. ne; Toks SQEMQEC-G

ARAYE AA LA (B1LA

PE SO € (UaTH)

RESCnSARIE . ARATu

BANAE B LA SETANS
j -

7

el

R S

(™} ALLEGARE EVENTUALI DELEGHE Dl RAPPRESENTANZA
Ploase, encloge liere all the relevant authorfzafions

IDENTIFICAZIONE DEL CAMPIONE
BAMPLE IDENTIFICATIOR

Gara: GARA INTERNAZIONALE DI MARCIA 20 KM

Competifion;

SVOLTA N DATA: 01/05/2010 LocaLtA: SESTO SAN GIOVANNI
Compatition dato: Piace:

FEDERAZIONE / SPORT: |AAF/ATHLETICS DATA D! ARRIVO DEL CAMPIONE: 02/05/2010
Federalion / Sport: Sampla reveint dale;

CODICE CAMPIONE "A™, 35111563
Sample “A" code:

Allpcated infernal coue:

CODICE INTERMO ATTRIBUITO: 10EQD3 A4433

CODICE CAMPIONE “B™. 3511158
Sample *B" code:

CODICE SIGILLO: 1000892
Seai code!

Alfpcated infemal eotf:

CODICE INTERND ATTRIBUITOT 10EQ0Q3 B4433

FARMACOMETABOLITA RISCONTRATO 1N PRIMA ANALIST: CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR

Drugrtdotabolile fotusad o fivgt analysis:

&

ACTIVATOR

Siglare {ulfe lo pagine del verbaie - Flease, sign ail (ke pages

S 72
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FEDER%Z_‘_ONE:MEP:ICQ SEQSTNA |TAL.|JE:\NA . FOGLIO DI LAVORO FLOSO
' . LABORATORIG ANTIDOPING . : :

NUQVO VERBALE D] APERTURA IN CONTROANALISI

Pag. 2i2
Rif. PG002-Allegalo Rev. 3
VERIFICA DELLO STATO DEL CAMPIONE "™
. . "8 SAMPLE CONDITIONS
CAPSULA { CONTENITORE ) “B" SE PRESENTE ﬂf“"

“B" pontamerifany : -
LA CAPSULA "B8" & SIGILLATA CORRETTAMENTE? D Stiyes |:| NG /
is the "B" contpiner properly seafed? _,___-«—-—"""’""'_“_M
IL COMCE CORRISPONDE A OUﬂ.,L_QRiEOR;RTO‘SUWERBALE DI PRELIBVG 7
Does 'B" oo:;la,{umacde’%ﬁ?r"etspond to the one reporied in In he dope testing report ?

N Meiyes * [Jno LI NeN RIPORTATOI0t raporied
FLACONE “B™: .@%lGILLO PREVISTO/ seal contamplaiac E] SIGILLO NON PREVISTO! seaf not contentplalod
"B" botile :
IL SIGILLO & INTEGRO? Qf&uyes [Jno b
Is ike "B” bollio seal intact? FL 0(‘?0 [ ’E}/égf It

ILeoDics DELIE\SIGILLO ¢ [_JETICHETTA CORRISPONDE A QUELLO RIPORTATO SULVERBALESHPRELIEVE?
Doas *8" boltle seal / tebel code cormespond to thal reported in the dapn festing report? E‘si!yes o
i FLACONE "B" E' CHIUSQ CORRETTAMENTE 2 %I/yas [(Jno

15 the *8” botlle properly closed? e Are 1
IL VOLUME &' MAGGIORE O UGUALE AL LIBITE MINIFO? Sliyes [ra
is the sarmple volume groter than or equat Lo he minimum mit?
VOLUME RESIDUOQ DOPO PRELIEVG ALIQUOTE; o Tl (OTTENUTO FER CONFRONTO GON UN VOLUME DI RIFERIMENTC)

Sample volime after aliquoting {estimaled by comparison with ¢ calibroted battie) -

1L FLACONE *8” E STATO RISIGILLATO DOPO IL PRELIEVO DELLE ALIQUOTE? Ifyes [:] NO
Was bottle *B" re-sealed afier alinuoling? % ;

CODICE DEL NUOYQ CONTENITORE; 4'0909 }
Ra-sealing container code

IL CAMPIONE & STATO COLLOCATO NELLA CELLAFRIGO/CONGELATORE N* (;’) ko) 49
ARelriguratorti*/Froezer N "f_ Efgs?i&."ns the reaseafed "B sample

SPAZIO RISERVATO ALLA ANNOTAZIONE DI EVENTUALI COMMENTI, RICHIESTE £/0 NON-CONFORMITA
PLEASE, WRITE ALl COMMENTS, KON-CONFORMITY O REQUESTS IMSIDE THIS PLACE

7 So%??]dm?gguaog F < 2oNLl-SINGE TS F

A RE QLS AR SRURE. ~ WO START o+8 PRocay

2% THE Anihte s 5794(2,@ W THEST TiE PeESEscre oF
e f?@j‘ﬁ < Lodrise .

Flgf?lifure&' o BL Cc. E/){’j /4/’?&
”‘Z; 4F . /{M %%
< / o B\-/\/ - y %
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1.6 Sample chain of custody (Distribution forms of new aliquots)

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLO1Q
LABORATORIO ANTIDOPING

RICHIESTA DI DISTRIBUZIONE NUOVE ALIQUOTE

Pag. 171
RIF. PG0O01 Hev, 1
RICHIESTA DI NUOVE ALIQUOTE
Codice di laboratorio Aliguote richieste Analisi da effeliuare @ screening {*} Codice
campione - Volume {mi) corrispondente assegnale a
ciascuna aliguota

B Y= = - NN V2 Y7 e 1 YO P .
e T I B A o v i A
AOEC0R B3 4 Sy Tesn IR RS B e
106003 AU 2 i gl e o EIF&:{;::': ACESOR R [ageh

............................... [ X% T—..%{QL:’-\.-}(- O .
[ECOBAUE3 L B SUB ST,y AODA BT S0

RICHIEDENTE ~CLA, P -—;

D.t_\m ,{(4[ -oé( A

DISTRIBUZIONE DI NUOVE ALIQUOTE
Si & provveduto 2lla distribuziene detle aliquote richieste; e aliquote & f campioni sono stati archiviati come

segue:

-
ALIQUOTE DISTRIBUITE O Frigo LI Congelatore W Censegnate direttamente a 16> *
CAMPION O Frige &t Congelatorer_on i1 O Alro:
RESPONSABILE DISTRIBUZIONE —~E% S N ] Tt P SR

Sigla Firma

Data  _L{ f D@( J)

{*) Le nuove aliquots distribuite devono essere identificale con Ia lettara C se distribuite per analisi di
Conferma e con la letiera R se distribuite per Ripelizione delfo screening.
Esemplo: Ia seconda aliquola dello stesso camplone, distribuita per Conferma per lo screening 4A verra identificata
con C4A-2 preceduto dal codice di faboratorio del camplone.

¥ LMAU Quora inenTI B AT Ca SGE & STATA TRASFERITA ade

FRIc0 FrRolq .
ta{6{1o rea algrbol
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D! LAVORO © FLO1D
LABORATORIO ANTIDOPING
RICHIESTA DI DISTRIBUZIONE NUOVE ALIQUOTE
Pag. 11
RIF, PGOO1 Rev. 1
RICHIESTA DI NUOVE ALIQUOTE
C°&C§aﬂ I?::;aforio Aliqusote richieste Anafisi da effettuare e screening (") Codice
P N° volume (mi) corrispondente . assegna{.o a
ciascuna aliquola
AEOBeZg | A D EO e AGOIAEEG,
o3 dugy | A o SIS AR oG Ml S
AoBwRbYs3 | A i Ao
RICHIEDENTE 7 P15 Cod 2 Coarm By
Sigla | Fime

D{;A 4;’/_13 ( fu

DISTRIBUZIONE DI NUOVE ALIQUOTE

Si & provveduto alla distribuziona delle aliguote richieste; le aliguote e | campioni sono stati archiviati come
segue:

ALIQUOTE DISTRIBUITE

3 Frige L1 Congelatore §-Cansegnate direttamente aT(C

CAMPIONI 1 Friga @Cangelamw:w...‘.- olo I Altro:
RESPONSABILE DISTRIBUZIONE el <P (N
Siglo Firma

s Lr (e

DatA

{*) Le nuove aliquote distribuite devono sssere identificate con la letlera C se distribuife per analisi di
Conferma e con la lettera R se distribuife per Ripstizione dello screening.

Esempio: la seconda aliquota dello stesso campione, distribulia per Conlerma per lo screening 44 verra identificata
con C4A-2 preceduto dal cedice di [aberatorio del campione.
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SECTION II:
SAMPLE 3511158
CONFIRMATION PROCEDURE
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1.1 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.

I1.1.1 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
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11.1.2 Preanalysis results forms

Docurmentation Package

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA TTALIANA °
ILABRRATORIQ ANTIOOPING o

. | “Foelio m_L_ngpao_j-'| :

COMUNICAZEONE RISULTATI ESAME PRELIMINARL

RIG. PGXOY

LOTTO DF ACCETTAZIONE H*

Kit ublizzale (e ] vizrgasacx

T i
AVEGO3

Eﬂgammsm

M stro

CODRE
LARDRATORIG | VOLUME | COLORE | SEDIMENT)

OSSERVAZIONI

L} y] ('
CAMPIONE (A O B
BLl 5‘12 ~30 b O

GPACO

phre

# CAMPION! SOMO STATI COLLOCATI HEL FRIGO N

SONC STATI RISCONIRATI BHNC?
:l‘/N/O 1} 81 - VEDERE RAPPORTO FLID? AIF. e 7
——— !
pata__AL 06 2ot OPERATORE: T // / /’
-

{gant
{*} 1 Colora mutly debote ¢ privo & caloie, 2 Ghallo paggienan, 3 Ginlle sourod Rons-bouno, § Rases. § Athb

(") G sount; ¢ sears; ++ subondant

R

E RISULTATI ES.
RIG, PGE1 P i
LOTTO DI ACCETTAZIONE N /f {GEO&E
Rif iz zate; Mew [ vERsaPack [ verLiGER 1 aLtro,
LOLIGE
LABORATORIQ | VOLUME | COLORE | SEDWMENTI OESERVAZIONI
camronepog | MU i i
S 44,35 e X & P
- . B— ——
- s
.v“.
o - )
et
| CAMPIOH BONG STATI COLLOCATI NEL FRIGO N sl e
SOHG STATI RISCONTRATI PRC?
H
l{.’i/ HO [3 SI.VEDERE RAPPOATO mm}fgic N .

QOPERATORE.

cata_ 0%/ /2%

}
{*} 1 Colore mokn dobale o priva di colore; 2 Giallo pagienns, 3 Gialle gows4 Rasa-bauno: § Resse; & Alto

(=} 0 asnenti; # sears, + sbbhondani

Yo

(s

AT

o=,

22/79

Sample B code 3511158




Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample B code 3511158

11.1.3 Preliminary determinations

pH Colorimetric determination

Specific gravity Electronic densimeter
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Documentation Package

11.1.4 Preliminary determinations results

Sample B code 3511158

Federazione Medico Sportiva italiana
Laboratorio Antidoping FQGLIO DI LAVORD FLOS4
Verbale di comunicazione risultati preanalisi
Rif. PGOO1 Pag. N1
Rev. 3
Lotto di accettazione ; At wo 2
Pesn Specifica (5.6.} Lettura Qsservazioni
Cod. DS003 HO 9.q497.
Inlerv. Accett. [C,9995-0,9988]
{pH (strumentale) | Tampone pH 7. .
Cad: Tampune pH 4,
#pH {cartina) Range cartina ulitizzata:
Cod: $.0- Lo O
Codici Letture Lefture Codici Letture Letture
Campioni pH S.G. Campiont pH 8.G.
. [ing
B2 £s A9
Responsabile N A & ( 06 ( A
esecuzione misure pH 245 Swedeedyw
Sigla Firma Dafa
Responsabile _
esecuziona misure S.G. —E8h SiedaSeor AN {06 (-LO
Sigie Firma Catz
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Verbale di comunicazione risultati preanalisi

RIF. PGOOT Pag. 11
Rev. 3
Lotio di accettazione : AGE QO%
Peso Specilico (8.6} Leftura Csservazioni
Cod. Ds003 H.O ©.999,
Interv. Accett. [0,9995-0,5998]
OpH (strumentale} | Tampone pH 7. .
Cod: Tampone pH 4.
3 pH (cartina) Range cartina ulilizzata:
Cod: [R“‘(—G‘th T = oo
Codici L etture Letture Codici Letfture Letture
Campioni pH 5.G. Camploni pH 5.G.
RGUR R, S o0
Respensabile i
esecuzions misure pH . — Sp\@_mj“g{; g le [©
Sigta V' Fitera Deote
Responsabile
esecuzione misure S.G. S 5:‘;2@,%&{: = (“:\ﬁ {LO

Sigla V Firma Dota
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CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR
ACTIVATOR

(CERA)

CONFIRMATION RESULTS
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1.2 Confirmation Test Data - IEF

I.2.1 Confirmation procedure IEF Test Description

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

A brief description of the method is given below:

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

* pre-focusing;

* isoelectric focusing;

¢ first blotting;

¢ incubation with the antiEPO antibody;

» second blotting;

+ incubation with the biotinylated secondary antibody;

* incubation with the streptavidine-peroxidase complex;

* covering with the chemiluminescent substrate;

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

IEF SYSTEM (INCLUDING THE IMAGE ACQUISITION SYSTEM “epoCANM") EF 002/003/004

INCUBATOR

SLOW MIXER

MAGNETIC SHAKER

FRIDGE

FREEZER

VORTEX

BALANCE

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

WATER BATH

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

Prefocusing:
250V

25 mA
25W
fime: 30-60 min

Focusing:
2000V

25 mA
25W
4000 Wh

First blotting:
40V

mA adjusted for the gel area
S0 W
time: 30 min

Second blotting:

35V

mA adjusted for the gel area
40W

time: 10 min

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

[1] rhEPO and NESP standards (BRNE)

[2] rhEPQO and NESP standards (BRNE)

[3] urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)

(4] Positive reference sample (Usp Mir)

[5] Negative reference sample (Bur)

[6] urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)

[7] Bur Stability test

[8] urinary EPO standard :NIBSC (UEPOQ)

[9] 10E003 B4433C (3511158) (confirmation)

28179



Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]

urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
10E003 B4433C (3511158) (stability test)
urinary EPO standard :NIBSC (UEPO)
Mircera standard {Mir)

rhEPO and NESP standards (BRNE)

29/79
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11.2.3 Confirmation procedure - Aliquot chain of custody documentation

Worksheet for the confirmation procedure

FEDERAZIONE WMEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIOQ DI LAVORO FLi1e
. LABORATORIC ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPCGIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MP031 - Allegato Pag. 1710
Rev. 9

| Data @ ora di inizio analisi: AU I\Qbi e 42 L0 | v

Lotto di accettazione Codice campioni preparati
ADEWR DA 6 DDt STasluTyATEST
DA Al
DA: Al
DA: A:
DA Al
DA Al
DA Al

A — PREPARAZIONE DEL GEL 17 X8 X 0,1CM
1 7 |Pesare 14,71 g di urea {R-181 Lotto €&F 7175 g di saccarosio [R-306 Lotta @o2s | a
trasferirli in un pallone di reazione da 100 mi posto su un agitators eletromagnetico
2.2 |Agglungere 14,17 ml di acqua ulirapura e 1,89 mi df anfoiita 2-4 [R~168 Lotlo <kt ], 1,39md di
anfolita 4-6 [R-169 Laito <42 e 4,74 ml di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lotto 028 |
3 # |Teppare il pallone & collegario ad una pompa da vuote per 15 min.
4 i | Nelfrattempo (durante i 15 minuti):
a} defergere le lastre con etanolo assoluto [R-033 Lotto &9 ]
b) far aderire il Gelbond alla lasira di supporio ponendovl Fopportuna quantita di acqua
ultrapura
c] eliminare le eventuali bolle d'aria & Yacqua in eccesso ponendo sul Gelbond un foglio di
carta da filvo e facendo pressione con un rullo
d} sovrapporre l2 seconda lagira
2) bloccare e lastre con e apposite pinze
5 [ | Preparare 'APS sciogliendo in una vial di plastica da 1,5 ml con feppo 100 mg di persolfato
d'ammonic [R-17¢ lotto <22 in i m! di acqua ullrapura @ agitando manuatmente
& 0 | Aggiungere 31 pl di TEMED [R-180 Lotto o3 1 & 310 pl di APS nel pallone
7 & |Lasciare 30 s in agitazione
§ = |Prelevare la soluzione di gel mediznte pipetta e trasferiria rapidemente fra e due lastre, avendo cura
di non generare bolle d'aria
8.8 [Lasciare il ge! per almeno tre ore nella camera umida

B— PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

| e per screening e conferma(non SDS PAGE) O 1 A (per la purificazione per immunoaffinita) andare
al FL182

10f 7 | Condizlonare il campione 2 temperatura ambiente e preparare |z soluzione Complete portando a

volume con acqua ulirapura in un matracsio da 10 mi 5 tavolette di Complete ' [R-172 Lotic <82 | e

mescolando mediante agilatore eletiromagnetico

i€l § Prelevare 20 ml di wrina® (incaso di prelisviinferer-porare-a-20-rl.con TRISHGIBO-mhEHRISHGT-

S0latto ) e trasferidi in una provelta da 50 mi_~rz2_ 1} sl

121 51 | Agglungere 400 ! di soluzione Complete {200 ul ogni 10 ml di urina) ‘

134,27 | Agglungere 2 mi di TRISHC! 3,75M [TRISHCI 3.75 Lotlo @23 1{1ml-ogni 10 mt di urina)

141 | Gontrollare il pH con delle strips indicatrict in modo che sia comprese fra 6,8 & 7,9; in caso noF risyild
nel range, correggerlo centampane-FRISHEH 7R {TRISHEISF5~Lotte f— e G ealig

1541 [ | Centrifugare per 10 min rella centrifuga refrigerata a 20°C ¢on rotore basculante a 3000 rof

' E' possibile preparare quantita difarant purchi restine invarets le proporzloni.
*In caso di urino dlluiia & prefiovi maggion, pretevare le quanita di Complete 6 6 TRISHCLS 75 tispeitendo | rapporti fra | realtivi
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Sample B code 3511158

FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119 ]
LABORATORIO ANTIDOPING
| RICERCA D} ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegale Pag. 2010
Rev, 9

verticale

16/ Applicare alle provetie i compenente della filtrazlone daf it Steriflip, assemblandoio in poslzione

17/L6f | Ructare delicatamente di 1807 1| Kt assemblate

16/,2"| Collegarlo afla pompa da viroto per la filtrazione

19447 | Trasfedre il filtrato nelie provette amicen Ulra-T8

20/)2"| Centrifugare per 20 min nella centrifiga refrigerata a 20°C con rotore bascuiante a 3500 ref

50 miv [TRISHCI 50 Loitol(2, ] e 40Q it di soluzione Complete (200u! ogni

Zifer| Eliminare Tl filtrato € lavare 1 filre riempiendo la parte superiore delia Amicon ultra-15 con TRISHCI

16 mi di urina)

22f ¥ | Centrijugare per 20 min neilz centrifuga refrigarata a 20°C con rotore basculants a 3500 rcf

23/ (7| Nel frattempo favare le Amicon Ulra-d con 2 i di acqua ultrapura ponendo
pm per 20 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso,

le a centrifugare a 5000

trasferirlo nelle Amicon ulira-4 precedentemente tavate (anche se si usa il FLL

24.'!)} Prelevare ¢on una ricroplpetta dalia parte superiore della Arnicon ultra-15 il residuo (circa 120ul) e

162)

25/L81 | Centrifugare a 6200 rpm per 60 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con ro

tore ad angolo fisso

26/ £ { Misurare il volume di ritentato, rasferirlo i1 unz vial 4 raccolta e conservare
intenda utilizzare olire le 24 h, conservare in congelatore a <20°C)

in frigeritero {nel caso si

2711 {PER TEST DI STABILITA)

1071Le7 Gentrifugare 0.8 midl wrina per 10 min 8 20°C <on rotore basculante a 2700 rof

114 | Mettere 0,5 ml di sovranatanta in una provetta Microcon

127 L Aggiungere 20 pl di Pepsiatina A e 5 ul di soluzione Complete

concentrando fino ad un volums approssimative di 30 ul

13itLer| Centrifugare a 5200 rom per 20 min nella centrifuga refigerata a 17°C con rotore ad angelo fisso,

capovolgerlo

1411 ] Aggiungere 200 pl di tampone acetato 50 mM nel restante campione e mescolare con vortax prima i

rotore ad angolo fisso

1841.£] Capovolgere fa Microcon & cenlrifugare a 3000 rpm per 10 min nelfa centrifuga refrigerata a 17°C con

1811 &) Portare it volume daf camplone recuperato finc 2 0,5 mi con tampone acetato

56 ms

eI [ Aggiungere 20 pl di Pepstatina A e 5 pl di solozione Complate

1812} Incubare per 15 1:2 min a T ambiente

concentrazione usata per gli standard di riferimenio

19A1Er} Aggiungere una miscela di BRP & NESP in modo da otienere una concenirazione paria 1.5 volte fa

2071 7| Incubare tutta la notte g 37°C

2111337 Prendere 20 yl e riscaldarli 2 80°C per 3 min

j 2211 [z | Andare al punto 27 e seguire i procedimento (esclusi i punti 28 & 37)

C — FOCALIZZAZIONE ISCELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE

2740 | Accendere il refrigerante, impostando & temperatura a 81 0°C

282" | Prelevare | campioni traftal dal frigo

lasciarlo tal quale

20 )74 Prelevare il Gelbond e tagliario di lunghezza pasi a 16,5 cm uflizzando 1a parte pit omogenea o

30 ) {Pasizionarlo sulla piastra del Multiphor II, gi2 bagnata ¢on kerosena fR-171

Lotto o2 ]

31 )z Rimuovere 'eccessc df kercgene con caria da filtro
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIC DI LAVORO FL119

LABORATORIC ANTIDOPING

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MPO31 - Allegato | Pag. 3/10

[ Rev, g

k7374

Preparare ia soluzione catodica aggiungendo g 1,9 ml di acqua ultrepura 100 ul di scluzione di
anfoliti 6-8 [R-170 Lotto €22 & 10 ul di RMET {Lotta 0S|

385

Posizienare suj Jall pid lunghi le strips imbevite rispettivamente defia soluzione catodica ed enodica

3441

Chiudere il supporlo e impostare | seguenti parametr:
Potenziale: 250 vV
Carrente: 17 mA {proporzionale alie dimensioni del Gel)
Potenza: 17 W
Durata: 30 min/ 60min
O nel caso la lunghezza del gel sia pari a 25 om;
Potenziale: 260V
Corrente: 25 mA
Potenza: 25w
Durata: 30 minf 0min
Completare a seguente tabella con i parametri di inizio e fine corsa:

Potenziale Correnie Patenza Tempo
{v) {mA) (nh {min)
S0 2% 5 =y
250 o.g A Lo

350 | Prelevare gil standard dal congsiatore
38 | Preparare gli standard:
MISCELA BRP NESP 1.2 (BRNE1-2)
Aggiungere 0,32 - 0,16 ng” di BRP [BRP lLottowe [a0.2-— 0,15ng%l NESP [NESP Lotto a3 ]
MISCELA BRP NIBSC (BRNIB)
Aggiungere 0,16 ng® di BRP [BRP Lotto ]a 0.0025 ng” di NIBSC [NIBSC Lotto ]
MISCELA NESP NIBSC (NENIB)
Aggiungere 0,15 ng” di NESP INESP Lotto ] a 0,0025° ng di NIBSC [NIBSC Lotto ]
SOLUZIONE NIBSC 002U - 0.04U1 {NIBSC1- 2)
Prelevare dalla soluzione standard [NIBSC Latto €8¢ | 10-20 1, in modo Eale da oftenere tna
soluzione da 0,02-0,04 Ul
SOLUZIONE MIRCERA (MIR)
Prelevars 26 pl dalia soluzione standard di Mircera  [MIR Lotto s ]
SOLUZIONE Dynepo (Dyn}
Prelevare 20 pl dailla soluzione standard di Dynapo  [Dyn Lotto ]
37a0 ;Scaldare { camploni a 87 °C per 6 min 370 | aggilingere quantita sufficienia d urea poco
a poco fine a saturazions andare o punto 39
380 | lmmergere | campioni precedentemente scaldati, nel bagno refrigerante per 30 s
30" |Aggiungere: -af camploni il 10% di Surfacts-amps 80 {Tween 80) [R-168 Lotto ©1 | per volume di

ritentalo

-agli standard (eccetto Mircera) aggiungere 2,2 ul di Surfacis-amps 80 (Tween 80) [R-
166 Lottox>  Jogni 20 w

11Ul = 8 ng. B consentito vatiare [o quantiti puecke la concentrazione ra bgiunta non supeii quelia corrispondanta # 3 volte il LOD,
&' congentita variare ¥ volume & RMET purché il rappedo fra il voluma dalfa sofuzione di anfoliti 5-8 & quello totale st invariato,
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FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA

FOGLIO DI LAVORO

FL119

LABORATORIO ANTIDOPING

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif, MPQ31 - Allegato Pag. 416
Rev, g

FoCALIZZAZIONE
Aprire il supporto e posizionare le sirips portacampioni (o applicatori a pozzetio) dalla parie del
catodo nel numero corrispondente ai campioni ed agli standard
Prelevare i campioni ¢ gl standard 2 posizionarfi sulle stiips” secondo il seguente schemar
BRNIB
NENIB
Dyn®
MR
NIBSC (1 02) .
BRNE (102)
Bur®
usPrerc®
CANPIONI
BRME{102)
NENI3
BRNIB
Oppure nel easo la lunghezza del gel sla pari 5 25 om;
NIBSC {10 2}
BRNE(102)
Bur®
USPrErPO®
CAMPIONI
BRME(102)
CAMPION|
BRNE (102}
CAMPIONI
NIBSC (102}
BRNE (1 02)
NIBSC(102)
Dyn®
MIR

408

410

Compilare la tabella seguente in base alla sequenza di caricamento

Posizione Campione

Volume di ritentato (pl)

1 B o weyie

|2 Nl

BRe 4+ azse

Ve 1

2o
2
a
e

L
2

MWRSGe
LS M
Bup
M“&SC-‘
RUR Swme
Mibee .

oo no

2] ~I| &)

' Quantitalivo massimo per ognl slripfpozretto: 20 1l ; in caso di volumi superion, sovrappoire wn'aitra stdp & ripeters Foperazione. l.a
osizione degli standard pud anche #3sere variata, purchd | campioni restine in posizione cenliale, La sequenza descAta & indicotiva.
¥ BUR & ebbligatorio solo in seds di conferma; in base alia sostanza da confemare serd impicgaia lt USP corrispondeate; in seda di
screening & possivile omellen la presenza dalks standard Dynepo,
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Rav. g
9 LAE003 B WRRE )
10 ANIDSc e
" ADCooR B IR SH 4C
12 NN S
13 L 2o
:g BAP FNES Lizs sy
16 ; T
17 e
18
19 .
20
21
22
23 o
24 /
25 i\
%6 M
27 ———
28 l R
29
30
424 |Chiudere il supporto e impostare | seguenti paramstri;
Polenziale: 2000 v
Carrente: 17 mA
Potenza; 17 W
Potenziale per ora: 3600 Vh
O nel caso la lunghezza del gel sia pari a 26 cm;
' Potenziale: 2000 V
Corrente: 25 mA
Potenza; 26 W
Potenziale per ora: 4000 Vh
Completare la seguente tabelia con | parameli di inizio e fine corsa:
Potenziale Carrente Potenza Potenziate per ora Tempo
() (mA) ) {vh) (min)
2T 29 { A *3
iS¢ ¥ 25 {igoo 2
4327 |Tagliare due rettangoll di Durapore e Immebilon P e 16 rettangol di carta da filre® © simis delle
dimansloni di 8 {esatt) x 16,5 cm. Nel caso Ia lunghazza del gel sia parl a 25 em, le dimensioni seno
8x225¢cm,
4447 |Preparare GLI-TRIS aggiungendo a 7,21 g di Glicina [R-164 Lotlo So5 ] 1,51g di Trizmabase [R-
167 Lotlo Co4 e porlando a veolume gon acqua ultrapurs in un matraccio da 500 mi,
458 | Quando il potenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare tre vaschetts defle dimension di 25 x 25
x 8h cm contenenti ispettivaments metanolo [R-038 _Lotto$43 1, scqua ultrapura e GLI-TRIS

PN . PN .
£ consenlito variare il numere dai fogll a seconda dello spessora della carta,
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
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48 [&" | Immergere un rettangolo della Immoblian P neila vaschetta contenente melancio per 1 minuto,
quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minuli e quindi in quella contenente GLI-TRIS
per almeng 20 minul] e posizicnaria suilo Slow mixer,

47" | Immergere un rettangolo della Durapsre nella vaschetta contensnie GLI-TRIS per almeno 20 minuti
& posizionaria sullo Slow mixer.

df;/’:r’ Quando la corsa eletiroforetica & a circa 3500Vh nal caso lunghezza del gel sia pari & 16,5 crm o

3900Vh nel caso 1a lunghezza sia pari a 26 cm, appoggiare 2i bordi deila vaschetta contenente GLI-
TRIS i fogli di carta da filiro in due pacchelti da quattro clascune®, in mede tale che si imbevano di
soluzione per capiilariia,

490" Prolungare Ja corsa
Sto NQ [randere al punto 50

Al termine della corsa (3600Vh nel caso lunghezza dei gel sia pari
a 18,5 cm o 4000Vh nel caso le lunghezza sia parf 4 25 amj,
impostare i seguenti parametri per 10-15 minuti max:

Potenziale; 250G v

Corente: 17 mA

Polenza: 34 W

Potenziale per ora: 500 Vh

1 O nel caso fa lunghezza del gel sia pari a 25 cm:
Polenziale: 2500 Vv

Corrente: 25 mA

Potenza: 50W

Potenziale per ora: 500 Vh

Completare la seguente tabella con | parametlri di inizio ¢ fine
corsa:

Potenziale | Corrente |Potenza| Potenziale per ora Tempo
V) {mA) V) Vi) {min)

507 | Eseguire il controllo visive per verificare Munifornia delia migrazione del rosso metile e se possibile
folografare il get

D - PRIMO BLOTTING
511 {E possibile immergere il ga! in una vaschetla contenente Gii-Tris 2 {preparata di fresco pesando
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina e portando a un volume pari a §00ml con acqua ultrapura)

52 |Posizionare il Gelbond sul Fm remover e tagharle iIn modo che ia larghezza sia esaltamente 8 cm &
fa lunghezza 16,5 em 0 22,5 om,

5327 |Prelevare dalla vaschelta il retangolo della Durapore & sovrapporlo rapilamente al Gel e
analogamente sovrapporvi il reftangole della Immobilon P & guindi un pacchetto di carta da filtro
prelevati dalle vaschette.

54 v~ | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rulle, per eliminare le bolle
daria.

55.8 |Capovolgere 'insleme (pacchetto, Immobilon P, Burapere & gel) sulle piastra Multiphor i

86 | Rimuovere il gel dal Gelbond e sovrapporvi rapidamente 1] secondo pacchetio di carfa dz filtro

57/2- Sovrapparre quindi un retfangolo df parafilm, facendo pressione con un rulle, per eliminare e bolle
d'aria.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO Dl LAVORO FlL119
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§8, | Chiudere il supporio e impostare | seguenti parametrs.
Potenziale: 40 v
Corrente: Area def gel
Potenza: 90 W
Durata: 30 min
| Completare la sequente tabella con | parametri di inizie & fine corsa:
Potenziale Cuorrente Potenza Tempo
(V) {mA) (W} {min)
2O B2 Py o
21t VoW, ) 2!
5917 | Preparare PBS e DTT.

PBS

salino [R-165 Lottoog® ] Mescolare mediante agitatcre eletiromagnetico,

DTT
Portare a volume con PBS in un matracclo da 250

Portare a volume eon acqua ultrapura in un malraccio da 4000 mi § tavolette (i tampone fosfata

ml| 92,8 my difiotreitole [R-182 Lotto oy ).
Tale soluzione deve essere utilizzata entro trenta minui dalla preparazione, causa ossidazione,

60.67 | Al termine della migrazione, dopo aver aperio i supporio

{1P1)

Mettere in una vaschetta da 30x 15 x 8 em 250 ml di DTT e immergervi || rettangolo di Immeobilon P

Posizionare 1a vaschetta per 60 minuti in incubatore a2 37°C,

61 jr

Preparare ie scluzionf LFM
LFM 5%

62.5”

[R-178 Lotto 823 . Agitare con agitatore magnetico.

LFM 1%
Portare a volume con PBS In vn matracsio da 100 mi 1
[R-17B Lotto %2 |. Agitare con agitatere magnetico.

Portare a voliime con PBS in un matraceio da 250 mi 12,5 g di latie in polvere a bassi grassi

g di latte in polvere a bassi grassi

63,67

il rettangolo di 1P1

Lavare la IP1 con PBS, mettere in una vaschella da 30% 15 % 8 & 250 ml di LFM 5%

& immargeny

Posizionare la vaschelta sullo Stow mixer per 60 min

64,25

Lavare [a IFP1 con PBS

858

8657

Preparare ta soluzione Clone AET5A
Aggiungere 40 pI” di anticorpo anliepo [R-173 Loto&%R |2 40 mldi LEM 1%

87"

gel da 25 cm) 40 mi di soluzione Clone AE75A immergervi fa 1Pt

Mettere In una vaschelta di velro da 17x 8 cm (dimensioni interne-oppure da 25x 13 cm in caso ¢

68/.2(

sulio Slow mixer a T ambiente per citca 20 min)

Posizionare la vaschetta suflo Slow mtixer per 60 min: in caso dl tempi superiori, porre lo Slow mixer
l in frigorifere (in questullimo case dopo aver tolto la vaschetla dal frigorifero lasciaria ad agitare

? Nel easo o vaschetle di dimensioni inleiner 25% 13 om, considerare un volume fotale dl 50 ml e quingi variate oppafunarnanis ke

preporziani fra | realtivi,
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69z | Preparare le soluziont: '

-PBg

-LFM 0,5%
Porlare a volume con PBS In un matraceio da 2000 ml 10 g di latte in poivere a bassi grass;i

[R-178 Lotto 0% ) agitare con agitatore magnetico.
-250 mi dF:
FLFM 5%

G INK:aggiungere 250 pl diIndian ink [R-177 Lotto 1@ 250 ml di LFM 5% precedentements
praparato

Lavare in una vaschetla da 30% 15 % 8 em la 1P1con Ta soluzione LEN 0,5%. ponendola silic Slow
mixer par 1 minuto

714 ’ Effettuare tale lavaggio per allre tre volte ponendo Ja vaschata sullo Slow mixer ger 16 minut

703

|
l E - SEconpo BLoTTing
|

PZ,Z]’ Preparare 'acido acefico 0,7%
Portare a Vc:lun& ¢on acqua ultrapura in un matraccio da 500 mi 3,6 ml di acido acetico

[R-003 Lotto &2, .

73 i~ (Preparare tre vaschefle delle dmension di 25 % 25 x 8k ¢m contenenti rispettivamente matanolo,

acqua ulirapura e acido acetico 0,7%

740" {lmmergere un reftangolo della immeobilon P nella vaschaiis cantenente metanolo

[R-038 1otto SBZ  Jperq minuto, quindf immergerla in qualla contenante acgua per 2 minuti e

quindl in guella contenente acido acetico 0,7% per almeno 20 minut!

757 [ Immergere un rettangolo della Durapore nella vaschetta contenente ackio acelico alle 0,75 per

almeno 20 minutj,

7'6)2:' 5 minuti prima di utilizzarli, appogglare af bord della vaschetta contenents acido #icetico 0,7% 1 fogii di

carta da filro o simile in due pacchelli da quattre ciascuno® in mode tale che si imbevano di soluzione
per capillarity

77/ 1 Sulla piastra del Nova Blot pesizionare il pacchetto da quatlio fogh di carta da filtro

78 Lavare la IP] con PBS & Sovrapporia rapidamente af pacchetio ]

794 [ Sovrapporre rapidaments 1a Durapore
8C L | Sovrapporre rapldamente iz Immobilon P (al termine galla €orsa nominata (P2}
Bty | Sovrapporre rapidamenie i pacchetto da quattvo fogii di carta da filtre®

82 |Sovrapporre quindi un rettangolo di parafim, facendo pressiong con un rullo, per eliminare le bolle
d'arla,

f 83 |Chiudere il stpporto & impostare i segliendl parameir;
Potenziale: 35 v

Potenza; 40 W
Corrente: 0,8 mA x Area det gel
{ Durata: 10 min
Completare ta seguente tabelia con i paramali di inizio & fine corsa:
Potenziale (V) Corrente {mA) Polenza (W) Ternpo{min)
Sl A o'
= L)
[ 6 Mk l A Ao
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[ 84z 1Sié interrotta I'analisi allincubazione con Fanticorpo primario

SiG NO [¥'andare al punto 85
Preparare la soluzione LEM 1%

Poriare 2 valume con PBS in un matraccio da
100 mi 1 g di latte in polvere a bassi grassi [R-
178 Lotto ). Agitare con agitatore
magnetico, .

857 Al termine deltz seconda migrazione aprire il supporto, prelevare il rettangoio di IP2 & immergerlo In
una vaschetia da 30x 15 x 8 cm 250 mi dl LFM 5% (oppure INK), immergere la IP1 In una vaschetta
contenente PBS e conservarla in frige fino al termine del'analisi,

85/~ |Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 60 min.

872t Lavarela P2 con PBS

88 gr | Preparare ANTHIgG

Aggiungere; )
526 nlt di anticorpo segnalo con Ia biotina Pierce [R-175  Lotto @8 j240midi LFM 1%
010 pl di anticorpo segnato con la biotina Paris [R-175 Lotto Ja a0 ml di LFMV 1%

[ 897  [Metlere In una vaschetta di velro da 17x 8 cm (dimension] interne-opp. da 25x13 in case di gel da 25
cm} 40 ml di soluzione ANTI IgG e immergervi |z 192

908 | Posizionare ia vaschetta sullo Slow mixer per 98 min, s caso di tempi suparion posizionare o Stow
mixer In frigo {in quest'ultimo case dopo aver tolie (a vaschetta dal frigorifero lasciarla lasciaria ad
agitare sullo Slow mixer & T ambiente per circa 20 min)

940 Preparara le soluzionj
PBS

fa soluzione LFM 0,5%

Portare a volume con PES in un matraccio da 2000 m! 10 ¢ di laite in polvere a bassi grassi

[R-178 Lotio €37 } Agitare con agitatore magnetico,

92,&1’ Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 om la IP2 con la soluzione LEM 0,55, penendolz sulle Slow
mixer per 1 minuto

93 Ripetere tale lavaggio alire due volie

94 & Effettuare tale lavaggio per altre fre velte ponendo Iz vaschetta suilo Slow Mixer par 12 minuti.

95 1y Si 2 interrotta V'analisi all'incubazione con anticorpo secandario:

SL NO D andare al punto 8§
Preparare la soluzione LFM 1%:

Portare a volume con PBS in un matraccio da
100 ml 1 g di laite in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotto@BE ) Agitare con agitators
magnetico.

9840 |Preparare fa soluzlone Perossidasi

& Aggiungere 150 I di streptavidina perossidasi Pierce [R-174 Lotto w68 Ja40 midi LFM 1%
11 Aggiungere 20 ¥ di streptavidina perossidasi Biospa [R-174 Lotlo Ja40 midi LFM 1%
97 |LavareiaIP2 con PBS

885 |Mellere in una vaschetia di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interna-opp. da 25x138 in caso i gel da 25
€m) 40 mi di soluzione Perossidasl & immergervi la 1P

9041 [Posizionare la vascheltz sullo Slow Mixer per almeno unora

100g] |Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 cm la IP2 con ke soluzione PBS, ponendcia sullo Slow Mixer
per 1 minuto

101 | Ripetere tale favaggio per altre due volte
10215 | Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponende fa vaschetta sullo Slow Mixer per 10 minuti
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| [103e [Ereparare
S subito prima di utilizzadla la soluzione Covalight, mescotando uguali volumi (15 mi+ 15 ml) " delle

due soluzioni West Pico Plerce [R-176 Lotto Ct/2 X
0 10 minuii prima del suo utilizzo fa soluzione Covalight, conservandola al buio, aggiungendo 25
gocee di CovB [R-176 B Lotlo 1in 25 mi di CovA [R-176 A Lotlo F.

| 104.2~ | Metiere in una vaschetta di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne-oppure da 25% 13 In caso i gel da
25 em) la soluzione Covalight preparata al punto precedente e framergervi la IP2

| [105a | Agitare Ta vaschelta per qualcha secondo

F - RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA

| [He6er Posizionare [a 1P2 nel rivelatore.
[ 107 & Esporla per: [ 1 minuto ¥S minuil 5 10 minutf 1S minuti 130 minut '_J
Si sono verificate nen conformitd durante lo svoigimenio della procedura 7

EINO (1 81 vedere Rapporto FLOS3 N®

F?)peratoro 8igla e Firma Data ' Operazioni eseguite

e S alo 2T Aulelva da punto L ]2 punto [« « e eofile 20/

IxeZy -‘SL-:'Q#;‘XAZCW . JS i [ LQACD da punto %] a punto %] o2 {ne 22/

R P Al i da punto [y a punto | deiy

1

dapunio| Japunto [ ]
dapunto[ ]apunto [ ]
dapunto[ Japunto [ ]
dapupte] Japunto [ |
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I1.2.4 Confirmation Test Results

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

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

GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES

GASepo Analysis Report €

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Laboratory: F.M.S.L- Laboratorio Antidoping Roma

Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 16/06/2010

Operator: 12.05
1.rEPo+ | [2.EPO+ (o 102003 | [11. 102003] [0 14.1EPO 4|
nEsP | | NEsP | [ 2uepo | | susom || sew || 6uEro ||7 ursi| | 8uepo || TBaddac || 10.uero | |Bds3ssin| | 12 uEPD 13.Mir NESP
5% | | aosw || 268% 7ap || 2s0m || zz7s || 2e5% ||z || esesw || 2mam || temm | [ e 100.0% 49,6%
653% | | eamm 52% 22% 9% ac% || 705% 5.7% 7% a1% || s03% 2% 00% 50.2%
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POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP STANDARDS (BRNE)

GASepo Analysis Report

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

1.1EPO + NESP
5%
65.3%

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 16/06/2010

12.05
Lane rEPO + NESP
32561 113339 1846207

4 19,5 103.,9 168220 2 104 726606 = BOEAG42 237
3 184 1244 250656 24 123 1132050 11956310 318
2 192 1468 314887 18 147  15757,98 16342650 433
1 188 1663 206056 22 166 | 1055178 @ 9190552 243
« 207 2607 | 9295 27 25 36384 | 352285 09

A 208 2676 130586 24 267 431296 6565238 174
B 297 2818 577232 2 282 | 21680,18 2510961.0 865
c 22 2047 037462 26 205 3305392 3TITO9T0 100,0
D 224 3075 445340 7 307 1506918 20044320 583

NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO STANDARD :NIBSC (UEPO)

GASepo Analysis Report

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

3 uEPO
26,9%
52%

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 16/06/2010
12.05

Lan EPO
lume Volu
-m

5 21305 1312413

4 21,3 m 4642 | » 100 m.n 2499947 10.2
3 210 | 1188 109558 @ 27 121 623937 5650401 238
2 207 124 195503 B 142 | (870809 | 10048870 409
1 208 1623 312116 | 26 163 1647402 | 1665700,0 67.9
a 205 1815 422854 | 25 182 | 1954818 | 23468420 955
B 212 | 1987 423 200 2377850 | 24563200 | 1000
7 206 | 2147 458786 | 25 215 | 19767.03 | 22848060 30
5 210 2321 288953 % 232 1260131 | 14967750 80,9
c 211 2500 131600 225 250 562507 6250983 4
A 215 2677 69460 29 268 (366681 = 3584622 146
B 214 2842 a3z A 284 183686 2162612 a8
c 196 2095 19457 14 300 | 94663 982598 40
D 186 3148 7245 14 315 | 45380 | 255024 10
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POSITIVE CONTROL: MIRCERA (MIR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Laboratory: F.M.S.L- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 16/06/2010
Operator: 12.05

A
100,0% ;

: Volume Volume
- I I (i s o [ el
! / 5 404 286

30,7 134380 43 32 268489 2257575

137355 | 14880123 140
505084 | oo0893 | | 1000
304150 | 9o74261 %8
201819 | 3620419 3

82 16302 | 43
204 [ 601 [me22a | 43
148 | 733 (595 | 13

- MW e
o
N
w
®HE 8

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Laboratory: F.M.S 1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 16/06/2010
Operator: 12.05
9 10E003 B4433C ne #3: 10E003 B4433C
95.8% = , I volume olume
11 1 143 20 d0370 1B 2 [amgs | ims19 08
i L | 10 186 135 w077 | 19 12 | |2r38s1 | 2104082 89
: : ] 199 244 2870 | 2 | 25 [elee 8128709 | %8
7 3 198 Va7al srdet T2 35 (1296125 18141630 588
: . 7 190 4656 761285 23 48 1526361 1248507.0 411
A : 5 200 | 558 sms | 25 54 (1672642 | 30360570 | 1000
5 188 | 671 347140 0 16 67 |78a027 | 91772 30,1
n 4 25 [ 797 [s02s | 6 81 (188122 | 2874268 85
3 212 | 1M4 | 7606 18 105 | 3M34 | 2702 09
2 248 |15 w2 n 129 483371 510100 1.7
1 237 | 1505 13615 | 20 150 | 66056 | 763785 25
1% a 242 1o 1168 19 174 62825 | 908725 ag
8 194 | 1017 | e0g 21 12 83318 | 797370 286
[ T 195 | 2066 7283 16 27 | 68912 | 725046 24
5 14 | 23 leeal | aB 24 | ma7e0 | ameE0 14
n c 182 2432 (7683 | 7 244 (20278 | 2022 09
A 130 || 2637 | e 12 265 28106 | 307321 10
ﬂ 8 146 |28 7883 14 M0 2586 | 25728 o7
TS| ﬁ AENE EEHHT c 213 | [ 274 2088 19 208 | 7541 | zmmy a1
e D 203 | 3tog | saEs 26 3120 20871 | 3208 0
=
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Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16
Image File: 100616-30min cam.tif

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433: STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 16/06/2010

Operator: 12.05

e e

::;;: I T T i o o e N
4 167 847 [B4448 13 85 301580 | 3660534 130
3 170" | 1066 | [B07.76. | 14 107 | 355022 | 4741545 168
2 1986 1313 101446 16 132 491366 5701240 202
1 183 | 1532 (56175 | 19 154 | 469439 | 3050355 109
A 179 [ 263 101953 12 266 354229 5118051 182
B 175 2815 505541 13 283 1788022 2239546,0 785
c 165 | 269 [mee014 | 12 207 1542147 | 28166450 1000
D 161 3102 291185 13 311 917650 | 14208830 504

POSITIVE REFERENCE SAMPLE (USPMIR)

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

Laboratory: F.M.S.L- Laboratorio Antidoping Roma

Date of Analysis: 1606/2010

Operator: 12.05
4. Usp Mir Lane #4: Usp Mir
H350% = volume | Volume
10 71 05 tmE 7 41 445051 | 6035497 129
o g 78 E56063 | 6206551 15
488 [51ma2 W
7 a0 510 48:3 7 50

6 w3 | 864 eS| W 70 | 1610284 | 2740830.0 08
5 180 760 697862 78 1855263 | 53044750 100,0

3 s | ma 2 |7 8 (770150 17053800 318

3 216 182 [3wE; | w 120 136585 | 2434675 45

; 2 210 w13 [7e8pR | 2 142 (205520 | 52206898 a8
- 1 200 1813 e | 20 183 (574129 808549 150
- . a 200 | 1805 1873 | A 180 | (527156 | 638476 180
. B 200 [ e umz | 2 198 600108 | G97SOT 185
il 3 ¥ 207 2@y 1aEes | M 3  [e01pa | e21amg 171
e 5 203 [23E (hE R IR 2 | Asnes 85
© 02 My lam | 2 250 E3750) | 288430 53

A 184 | 2672 ‘ams | A 267 | (153048 | 2302183 33

i ? i B 215 2839 18773 ] 284 TEEE0 133113 25
c 167 | 28p 1238 | 23 200 [e2i38 | 613228 11

3 ) 154 342 BRR 9 314 | 26583 | 176602 03

D
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NEGATIVE REFERENCE SAMPLE(BUR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Laboratory: F.M.S.l.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 16/06/2010
Operator: 12.05
o
5.0% Volume § Volume
4 193 w08 21231 5 88 113420 | 1161351 62
3 167 | 1121 5380 | 17 111 185853 3443172 184
2 162 | 11352 [1210% T 15 134 500385 | 7783883 415
1 164 135 (222488 | 13 157 | 11652,88 1377074,0 735
a 162 | 1761 254743 | 15 176 1216367 1863470.0 858
B 165 | 1934 300720 @ 13 193 1668572 18734680 1000
7 157 | 2084 (242863 | 10 200 1150355 15227480 813
8 160 || 2260 (160130 11 226 751897 10472500 559
€ 161 | 2443 [1ore4s | 2 28 761928 | 7117851 320
A 158 [ 2632 | 75548 |13 263 4735D1 | 4842629 %8
B 162 | 2801 | 50540 12 Z79 242493 3184046 170
c 148 | 265 24046 10 208 122227 | 1447583 77
D 137 3y | s031 11 at1 | 60802 | 751862 40

NEGATIVE REFERENCE SAMPLE (BUR) : STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100616-30min cam.tif 2010-06-16 Laboratory: F.M.SL- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100616-30min cam.tif Date of Analysis: 16062010
Operator: 12.05

295% Volume § Volume
207 684 30098 25 88 khg

111637 1535007

208 843 145568 15 94 669696 | 7560552 182
206 1158 226529 15 116 1127711 11582190 279
204 1406 1 2566,94 17 141 1818503 13918140 338
210 161,7 167573 16 162 | 863598 = 7BOBYLS 188
185 2682 185794 13 268 795987 | 8212079 198

784

207

wnr 2830 608547 13 2250002 27445470 662
165 2069 573694 10 3707467 41478380 1000
162 3104 538170 10 311 2138201 24262640 585

O 0@ > = 0w s

- e
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1.2.5 Test Validity Data

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

TD200SEPO.
Sensitivity performance verification is demonstrated by the positive and negative control

within the entire gel.
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11.2.6 Confirmation IEF conclusions

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

Worksheet for the second confirmation procedure

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA FTaLIANA FOGLIO DI LAVORO FL19
LABORAYORIO ANTIDOPING .
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP(31 - Allegato Pag. 118
Rev. e
| Data & cra di inizio analisi: S | L{-Lbo A OF | Lo
Lotto di accettazione Codice campioni preparati
L€ o DARUUBRC L Solh @it A
DA, A
DA: Al
DA; Al
DA . A
DA: A
DA: A

A — PREPARAZIONE DEL GEL 17 XB X 0,1Cm
1 @ |Pesare 14,71 g di urea [R-181 Lotto £#& |, 1,75 g di saccarosio [R-306 Loi!o Cog le
trasferirli in un pallone di reazione da 100 mi posto su un agitatore eletromagnetico

2 5 |Aggiungere 14,17 mi di acqua ultrapura & 1,89 mi di anfolita 2-4 [R~168 Lotto o, ], 1,88mi di
anfolita 4-6 [R~169 Lotto ¢¢x?  1e 4,74 mi di soluzione di bisacrilamide 40% [R-184 Lotto QO |

34 | Tappare il pailone ¢ collegarlo ad una pompa da vuolo per 15 min.
4 5 | Nelfraltempo (dwante i 15 minut):
a} detergere le lastre con etanolo assoluto [R-033 Lotto €2y ]

b} far aderire il Gelbond alla lastra di supporto ponendovi 'opporfuna quantita di acqua
ultrapura

¢} eliminare le eventuali bolle d'aria e l'acqua in eccesse ponendo sul Gelhond un foglio di
carta da-filtro & facendo pressione con un 1ulle

d) sovrapporre la seconda lastra
@) bloceare ie lastre con le apposite pinze

5.8 | Preparare I'APS sciogliende in una vial di plastica da 1,5 ml con fappo 100 mg di persclfato
d'ammonio [R-179 lotto Q. } in T ml di acqua ultrapura @ agifando manualmente

8 3 |Aggiungere 31 pt di TEMED [R-180 Lotlo &% 1 e 310 ul di APS nel pallone

7 @ {Lasciare 30 s in agitazione
§ g Prelevare la soluzione di gel mediante pipetta e frasferitta rapidarmenie fra le due lasire, avendo cura
di non generare bolle d'arla

97 |Lasciare il gel per almeno tre ore nella camera umida

B— PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

| }2’1 per screening e conferma{non SDS PAGE) O | A {per ia purificazione per immuncafiinita) andare
al FL1162

10/ | Condizionare I camplione a temperatura ambiente e preparare la scluzione Complete portando a
volume con acqua ultrapura in un matraccio da 10 ml 5 tavolefte di Complete * [R-172 Lotto 059 ] e
mescolando mediante agitatore eletromagnetico

1141 gz Prelevare 20 ml di urina” {in caso di prefievi inferior, portare a 20 ml con TRISHCT 50 mM [TRISHC
50 Lotio 103 1) e trasferirli in una provetta da 5¢ mi

12/ 3| Aggiungere 400 pl di soluzione Complete (20€ ul ognl 1€ ml di urina}

131121 | Aggiungere 2 mil di TRISHCI 3,75M [TRISHCI 3.75 Lotto o2y J(iml ogni 10 mi di urina)

14/ | Controllare il pH con delie strips indicatrici in modo che sia compreso fra 6,8 e 7,9; in caso non fISL}Iti
nel range, cerreggedo con fampane TRISHGHFSM-TFRISHERS 5 botlo————3-~ow5, 517

18/ O Centrifugare per 10 min nella centrifuga refrigerata & 20°C con rotore basculante a 3000 rcf

E possibila preparare quantity differenti purché restino invarisle Is proporzioni,
¥ In cago di urina dikvite & prafiovi maggion, prelevare le quantitd di Complets ¢ of TRISHCL3.75 rispettando i rappordi fra i reatlivi.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO Dl LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA D! ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Aliegato Fag. 2010
l Rev, 9

16/1 21 | Applicare alle provetie il componente della filtrazione del kit Steriflip, assembiandolo in posizione
veriicale

1744 | Ruotare delicaiamente di 180° il Kit assemblaio

1804 |Collegario alla pompa da vucto per la fillrazione

19/t 2 | Trasferire Il fiftrato nelle provette amican ultrg-15

20041 | Centrifugare per 20 min nalla centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 ref

2141 i Eliminare il filtrato e lavare il filtro riempiendo la parte superiore della Amicon ultra-15 con TRISHCI
50 mM [TRISHGI 50 Lotle 13 | @ 400 ul di soluzione Complete (200ul ogni 10 mi di urina)
221 ¢ | Gentrifugare per 20 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 rof

230 | Nel frattempo lavare le Amicon ultra-4 con 2 mil di acqua ultrapura ponendole & centrifugare a 5000
rpm per 20 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso.

244 & | Prelevare con una micropipetta dalla parte superiore della Amicon ultra-15 il residuo (circa 120y0) 8
trasferirlo nelle Amicon ultra-4 precedentemente lavate {anche se siusa il FL162)

28/.r | Cenfrifugare a 6200 rpm per 80 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rotore ad angolo fisso

26/L8 | Misurare Il volume di ritentato, trasferirlo in una vial di raccolta e conservare in frigorifero (nel caso si
| intenda utitizzare oltre le 24 h, conservare in congelatore a —20°C}

71l {PER TEST DI STABILITA)

10411 gi § Cenfrifugare 0.6 mil i urina per 10 min a 20°C con rotore basculante a 2700 rcf
190 B Mettere 0,5 mil ¢ sovranatanie in una provetta Microcon

121l | Aggiungere 20 ul di Pepstatina A e 5 w di soluzione Compiete

13/11 | Centrifugare a 6200 rpm per 20 min nelle centrifuga refrigerata a 17°C can rotore ad angolo fisso,
conacentrando fino ad un volume approssimalive & 30

1441 ;?{ Aggiungere 200 pl di tampone acetato 50 mM nel restante campione e mescolare can vartex prima di
capovolgerlo

15/1l @[ Capovolgere la Micrecen e centrifugare a 3000 rpm per 10 min nelia centrifuga refigerata a 17°G con
rotare ad angelo fisso

1641 ﬁ Portarz il volume del campione recuperato fino a 0,5 mi con tampone acetalte 50 mM
178} Aggiungere 20 ul di Pepstatina A e 5 ul di soluzione Complele
181} Incubare per 15 + 2 min a T ambiente

19111 gr| Aggiungere una miscela di BRF e NESP In modo da ottenere una concentrazione paria 1.5 volte la
concentrazione usata per gl standard di riferimento

20/l [z} Incubare tutta la notte a 37°C
21147 | Prendere 20 i & riscaldarli a 80°C per 3 min
2211t 7§ Andare al punto 27 & seguire il procedimento {esclusi | punti 28 e 37)

C —FOGALIZZAZIONE ISOELETTRICA
PREFOCALIZZAZIONE

27 g~ {Accendere il refrigerante, impostande la temperatura a 8-10°C
28 /z" Prelevare | campioni trattatl dal frigo

203" |Prefevare il Gelbond e tagliarlo di lunghezza pari a 16,5 cm utilizzando [a parie piu omogenea o
lasciario tal quale

30 KZ Posizlonario sulla piastra del Muitiphor 11, gla bagnata con kerosene [R-171 Lottowry? |
314 | Rimuovere l'eccesso di kerosene con carta da fitro
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA DIl ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!

Rif. MP031 - Allegato Pag. 310
! Rev. 9

32[r |Preparare la soluzione catodica aggiungendo a 1,9 ml di acqua witrapura 100 pl di soluzione di
anfolifi 6-8 [R-170 Lotto o= 1 & 10 1 di RMET [Lotto ooz ]
3387 | Posizionare sui latl pily lunghi le strips Imbevute rispettivamenie della soluzione catodica ed anodica
345" | Chiudere if supporto & impostare i seguenii parametri:

Potenziale: 250 V

Corrente: 17 mA (proposzionale alie dimensioni del Gel)

Potenza;, 117 W )

Durata: 30 min/ 60min
O nel caso la [unghezza del gel sia paria 25 om:

Polenziale: 250 V

Carrenter 25 mA

Potenza: 258W

Durata: 30 minf 60min
Completare la seguente tahella con | parametri di inizio e fine corsa:

Potenziale Corrente Potenza Tempo
V) (mA) (W) (min)
ias 25 S o

250 AG-5 i 39!

350 | Prelevare gl standard dal congelatore
3657 | Preparare gli standard:

MISCELA BRP NESP 1-2 {BRNE1-2)
Aggiungere 0,32 - 0,16 ng” di BRP [BRP lolte ey 1202 — 0,15rg*di NESE [NESP Lolto &Rl

MISCELA BRP NIBSC (BRNIB)
Aggiungere 0,16 ng® di BRP [BRP  Lotto ] a 0,0025 ng® di NIBSC [NIBSC Lotte ]

MISCELA NESP NIBSC (NENIB}
Agglungere 0,15 ng® di NESP [NESP Lotia ]a 0,0025% ng di N!IBSC [NIBSC Lotto ]

SOLUZIONE MIBSC 0,02Ut - 0,04U1 (NIRSC1-2)
Prelevare dalla soluzione standard [NIBSC Lotto <o ] 10-20 pl, in modo tale da olfenere una
soluzione da 0,02-0,04 U1

SOLUZIONE MIRCERA {MIR)

Prelevare 20 ul dalia soluzione standard di Mircegra  [MIR Lotto <05 ]
SOLUZIONE Dynepo (Dyn)
Prelevare 20 ul dalia soluzione standard di Dynepe  [Dyn Lotto )
37a 0 | Scaldare i campioni 2 87 °C per § min 37h=| aggiungere quantitd sufficiente di urea poco

a poco fino a saturazione andare & punta 39
38 |lmmargere | campioni precedentemente scaldati, nel bagno refrigerante per 30 s

39 | Aggiungere: -ai campioni il 10% @i Surfacts-amps 80 {Tween 80) [R-166 LottoTesxt | per volume di
ritentato

-agh standard {eccetto Mircera) aggiungere 2,2 pl di Surfacts-amps 80 (Tween 80 [R-
166 Lotto o, ] ogni 20 pl

Fiul=8 ng. E’ consentito vatare fe quantita purché la concenttazione raggiunta non superi quelta corrispondente a 3 volte I LOD.
E' consentito variare il volume di RMET purché it rapporio fta il volume delia seluzione di anfaliti 6.8 0 quello totale restt invariate.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO

FL119

LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPCIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!
Rif. MP031 - Allegato Pag. 4110
Rev. 9

FOCALIZZAZIONE

catedo nel numero corrispondente al camploni ed agli standard

405~ Aprire |l supporto e posizionare le strips porlacampioni (o applicatori & pozzetto) dalla parte del

BRNIB

NENIB

Dyn®

VIR

NIBSC {10 2)

BRNE(102)

sur®

USPrEPO®

CAMPION]

BRNE{fo®)

NENIB

BRNIB
Oppure net caso la lunghezza del gel sia pari a 25 ¢m:

NIBSC {102}

BRNE (1 0 2)
Bur®
USPrEPO®
CAMPIONI
BRNE (102)
CAMPION
BRNE (10 2)
CAMPIONI
NIBSC (102
BRNE {1 02)
NIBSC (1 0 2)
oyn®
MR

410} 1 Prelevare i campioni & gii stendard e posizionarli sulle strips” secondo il seguente schema:

Compilare la tabella seguente in base alla sequenza di caricamento:

Posizione Canpione

wvolume i ritentato {p))

1 e

20

AR

2o

B e WESP

ot we

e e 4 neee

et v

N Rse

20

USSP iR

23

=y f nj BE o] w0

Rye

25

o

A ouagen,

2o

¢ Quaridative massimo per ogni strip/pozzetio: 20 ¢l ; in caso di velumi superior, soveapporre up'altia sirip e fdpetere Moperazione. La
gomzmn& vegil standard pud anchie essere varata, purcha | campioni resting in posizione cenirale. La sequenze deserita ¢ indicativa.
# BUR & obbligatorio solo in sede di confarmay; in base alfa sostanza da confermare sara impiegata la USP conispondente; in sede di

screening & possidile omelters (2 presanza dello standard di Dynepo.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL118
LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!
Rif, MPO31 - Allegato Pag. B0
! Rev. g
9 Bue_STas L2
10 N 20
t I0ECER RALUBBL, bl
12 MRSC 2
2 LOT 003 BULAR BT e
14 Nt AL ¥
15 ViR o
13 e + WHEsP Uerd-ien
18 D
19 '
20
21
22
23
24
25
28
27 V
28 T B
28
30
a2 ,:,:,*" Chiudere il supporto e impostare | seguenti parametri:
Potenziale: 2000 V
Corrente: 17 mA
Potenza; 17 W
Potenziale per ora; 3600 Vh
O nel caso la lunghezza del gel sla parfa 25 cm:
Potenziale: 2000V
Correnie: 25 mA
Potenza: 26 W
Potenziale per ora: 4000 Vh
Completare la seguente tabella con | parametr di inizio e fine corsa:
Potenziale Ceorrente Potenza Potenziale per ora Tempo
V) (mAy i) (Vi) (mir)
o > 9 A o
1529 Yoo TS o, 2h s’
4387 | Tagliare due rettangoli di Durapore e Immobilon P e 16 rettangoll dl carta da filtre® ¢ simile defle
dimensioni di 8 {esatl} x 16.5 om. Nel caso la lunghezza del gel sla pari 2 25 cm, fe dimensioni sonc
8x225cm.
44 0 | Prepatare GLI-TRIS aggiungendo & 7,21 g di Glivina [R-164 Lotto =& ] 1,519 &i Trizmabase [R-
167 Lotto 2R | e portando a volume con acqua ulrapura in un matraccio da 560 mi.
45,45 | Quando il potenziale ha raggiunto circa 2800 Vh, preparare tre vaschette delle dimensioni di 28 % 25
% 8h om contenenti rispetiivamente metanolo [R-038  LottoSS ¢4, acgua uvifrapura e GLI-TRIS

5 " s )
E’ corsentito variare if aumere del fogl a saconda dailo spessore della caria.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D] LAVORO ' FL119

LABORATORIO ANTIDOPING

RICERCA D! ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH]I

Rif, MP0O31 - Allegate Pag. 810

Rav, 2

46 g

immergere un rettangolo della [mmobilon P nella vaschetta contenente metanolo per 1 minuto,
quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minuti & quindl in quella contenente GLI-TRIS
per almene 20 minuti e posizionarla sulle Slow mixer.

a7y

Immergere un rettangolo della Durapore nelia vaschetla contenente GLI-TRIS per almeno 20 minuti
e posizionarta sullo Slow mixer.

485

Quando la corsa elettroforetica & a circa 3500Vh nel caso finghezza del gel sia pari a 16,5 ecm o
3800Vh nel caso 1a lunghezza sia parl a 25 om, appoggiare ai bordi defia vascheatia contenente GLI-
TRIS i fogli di carta da fiftro in due pacchedti da quatira ciascuno®, in modo tale che si imbevane di
soluzione per capillarita,

4g0

Prolungare la corsa

sl NO [¥andare al punto 50

Al lermine delia corsa {3600Vh nel caso lunghezza del gel sia pasi
a 16,5 cm 0 4000Vh nel caso la lunghezza sia pari a 25 cm),
impostare | seguenti parametri per 10-15 minuti max:

Potenziale: 2500 V'
Carrente: 17 mA
Potenza: 34 W
Potenziale per ora; 500 Vh
O nel caso 12 iunghezza del gel siz pari a 25 omy
Potenziate: 2600 V
Corrente; 25 mA
Polenza: 50 W
Potenziale per ora; 500 Vh

Completare la seguenie tabefla con i parametd di inizio e fine
corsa;

Potenziale | Corrente |Potenza| Patenziale parora | Tempo
) {mA) (W} (Vh} {min)

50

Eseguire il controllo visivo per verificare I'uniformita delle migrazione del rosso matile e se possibile
fotagrafare il gel

D - PrRIMO BLOTTING

517 |E possibile immergere il ge! in una vascheita contenente GH-Tris 2 (preparata di fresco pasando
3,02 g di Trizma, 7,21 g di Glicina e porlangdo a un velume pari a 500ml con acqua ulirapura)

52,6 Posizionare il Gelbond sul film remover e tagliarlo in modo che [a larghezza sia esattamente 8 cm e
Iz lunghezza 16,5 cm o 22,5 cm.

5371 |Prelevare dalla vaschelta il rettangolo della Durapore e sovrapporio rapidamente al Gel e

analogamente sovrapporvi il reitangolo della Immobilon P e quingl un pacchetto df carta da filtre
prelevati dalle vaschette,

54?3’

Sovrapporre quindi un rettangolo di parafim, facendo pressione con un rullo, per efiminare le bolle
d'aria.

55 Capovolgere I'insieme (pacchetto, Immobilon P, Durapore e gel) suila piastra Mullighor Il
56 g, Rimuavere i gel dal Gelbond e sovrapporvi rapidamente il secondo paccheito di carta da filtro
57 | Sovrapporre quindi un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare fe bolle

daria.
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DILAVORD FL115
LABORATORIC ANTIDOPING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif, MP031 - Allegato Pag. 7410
Rev. 9
581 | Chiudere il supporio e impostare | seguentl parametri;
Potenziate: 40 v
Corrente: Arga del gel
Potenza: S0 W
Durata: 30 min
| Completare [a seguente tabelia con | parametri di inizio e fine corsa;
Potenziale Corrente Potenza Tempo
[\ (A W) {rin)
O 122 A o
2t 32 G Kot ]
597 |Preparare PBS & DTT.

PBS

Portare a volume con acqua ultrapura in un matraccio da 1000 mi 5 tavelette di tampone fosfato
salino [R-186 Loito CRO ). Mescolare mediante agilatore eletfromagnetico.

DTT

Paortare a volume con PBS in un matracsic da 260 mi 192,8 mg ditictreitolo [R-182 Lotto €23 |,
Tale soluzione deve essere ulilizzata entro trenta minuti dalla preparazione, causa ossidazione,

804

Al termine delta migrazione, dopo aver aperto ¥ supporto

Mettere in una vaschetta da 30x 15 x 8 cin 250 ml di DTT e immergenvi il rettangals di Immobilan P
{P1y

610y

Posizionare la vaschetta per 60 minuli in incubalore a 37°C,

62,7

Preparare le soluzieni LFM

LFM 5%

Portare a volume con PBS in un matraccio da 250 mt 12,5 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 LoHlo ©3% ] Agitare con agitatore magnetico,

LFM 1%
Partare a volume con PBS in un matraccio da 100 mi 1 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotto OF¥ ). Agitare con agitatore magnatico.

83

Lavare la IP1 con PBS, metiere in una vaschetta de 30x 15 x 8 cm 250 mi di LFM 5% e immergervi
il rettangoko di [P1

640

Pasizionare la vaschetta suillo Slow mixer per 60 min

65 7

Lavare la IP1 ¢on PBS

66,7

Preparare la soluzione Clone AE75A
Aggiungere 40 p7’ di anticorpo antiepo [R~173  Lotto <myz) a 40 mi di LFM 1%

554

Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 ¢m {dimensioni interne-oppure da 25x 13 cm in caso Gi
gel da 25 cm) 40 ml di soluzione Clane AE75A e immergervi ja [P1

867

Posizionare la vaschetta sulio Slow mixer per 60 min: in caso di tempi superiori, porre lo Slow mixer
in frigorifere (in questultimo caso dopo aver tolio fa vaschetta dal frigerifero lasciarda ad agitare
sulle Slow mixer a T ambiente per ¢irca 20 min)

7 Nel cago di vaschaite di dimensioni interne: 25x 13 om, considerare un volume totale di 50 mil e quindi variase opportunamente ke
proporzioni fra | reatlivi,

Sample B cede 3511158
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING
RICERCA Dl ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegato Pag. 8/10
Rev, 9

69;3’ Preparara le soluzioni:
-PBS

-LEM 0,5%

Forare a volume con PBS in un matraceio da 2000 mi 10 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotio 37~ Agitare con agitatore magnetice.

250 ml di;

£ LFM 5%

[1INK:aggiungere 250 pl di Indian ink [R-177 Lotlo Ja 280 mi dif LFM 5% precedentemente
preparato

705 |Lavare in una vaschelfa da 30x 15 x 8 cm Ia IP1con la scluzione LFM 0.5%, ponendala suflo Slow
mixer per 1 minuto

714 | Efteltuare tale favaggio per altre tre volte ponendo [a vaschella sullo Slow mixer per 1¢ minuti

E - SECONDO BLOTTING

72 yf Praparare {"acido acetico 0,7%

Portare a volume con acqua ultrapura in un matraccio da 500 mi 3,5 ml di acido acetico

[R-003 Loko 252, i

i [73 & iPreparare tre vaschette delle dimensioni di 25 x 25 x 8h cm contenenti rispettivamente mefanalo,
acqua ultrapura e acido acetico 0,7%

| 744 |Immergere un rettangolo della Immobilon P nella vaschetta contenente metanolo

[R-038 Lotto 324 ] per 1 minuto, quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minuti e
quindi in quella contenenie acido acetico 0,7% per almeno 20 minutt

754 }lmmergere un relangolo delia Durapore nella vaschetta contenente acido acelico alio 0,7% per
almeno 20 minuti,

76 & | 5 minull prima di utllizzard, appoggiare ai bordi delta vaschetta contenente acico acetice 0,7% i foglt di
carta da filtro ¢ simile in due pacchetti da qualtro ciascuno®, in mode tale che si imbevano di soluzione
per capillariid

7741 | Sulla piastra del Nova Biot posizionare it pacchelto da guatiro fogli di cartz da filiro
78 ilavare la IP1 con PBS e sovrapporta rapidamente al pacchetto

794 | Sovrapporre rapidamente la Durapore

80 |Sovrapporre rapldamente la immobilon P {al termine deila corsa nominata tP2)

81 | Sovrapporre rapidamente il pacchetto da guattro fogll di carta da fitiro®

B2 |Sovrapporre guind) un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare (2 bolle
d'aria.

[ 83 |Chiudere il supporto & impostare | seguanti paramatri;

Potenziale: 35 V

Potenza: 40 W

Comrente: 0,8 mA X Area del gel

’ Durata: 10 min

Completare |a sequente tabella con | paramelri dj inizio e fine corsa:

Potenziqie {V) Corrente (mA) Potenza (W) Tempo{min}
deoz £ et
b e A Pl
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FEQERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL11¢8
LABORATORIO ANTIDCPING
RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. #P031 - Allegato Pag. 910
Rev. g

8401 | Siéinterrotta l'analisi alfincubazione con Fanticorpo primario

Sio NQ 2randare al punto 85
Preparare lg soluzione 1L.FM 1%

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

85" | Al termine della seconda migrazione aprire il supporto, prelevare il rettangolo dif IP2 e immergerio in
una vaschetta da 30x 15 x 8 cm 250 mil di LFM 5% (oppure INKY; immergere la 11 in una vaschelta
contenenie PBS e conservarla in frige fino al termine dell'analisi.

865 |Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 60 min.

874 |Lavare la IP2 con PBS

88/&’ Preparare ANT! gG

Aggiungere;
26 ul™ di anticorpo segnato con [a biptina Pierce [R-175 Lotto olg la 40 mtdi LFM 1%
0 10 uIF di anticorpo segnato con la biotina Paris [R-175 Lotto ]840 midi LFM 1%

| 89ﬁ’ Met’(ere in una vaschetta di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne-opp. da 25x13 in caso di gel da 25
cm) 40 mi di soluzione ANT! IgG ¢ immergervi [a IP2

g1 Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 90 min, in caso di tempi superiori pasizienare o Siow
mixer in frige {in quest'uitimo caso dopo aver tolte la vaschetta dal frigorifero lesciarla lasciarla ad
agitare sullo Slow mixer a T ambisnte per clrca 20 min}

91 |Preparare le scluzian
PBS

la soluzione LFM 0,5%

Portare @ volurmne can PBS in un malraccio da 2000 mi 10 g di latie in polvere a bassi grassi

[R-178 Lot O3] Agitare con agitatore magnetico.

@2z~ |Lavare in una vaschetia da 30x 15 x 8 cm la IP2 con 1a soluzione LFM 0,5%, ponendola sullo Slow
mixer per 1 minuto

937  |Ripetere lale lavaggio altra due volte

a4 ;gf Effettuare tale lavagglo per altre tre volte ponando la vaschelia sullo Slow Mixer per 12 minuti.

a5 ;} Si & interrotta I'analisi all'incubazions con F'anticorpo secondario:

Sig” NO &) andare al punto 95
Preparare ta soluzione LFM 1%:
Portare a volume con PBS in un matraceio da
160 ml 1 g di {atle in polvere a bassi grassi
{R-178 Lottoo3+ | Agitare con agitatore
| magnetico.
96~ | Preperare [a soluzione Perossidasi
3" Aggiungere 150 ul’ di streplavidina perossidasi Plerce [R-174 LottocS  1a 40 mldiLFM 1%
I3 Aggiungere 20 iF di streptavidina perossidasi Biospa IR-174 Lotlo Ja 40 midi LFM 1%
97;2’ Lavare la IP2 con PBS
98 er’ Metiere in una vascheila di vetro da 17x B cm {dimensioni inteme-opp. da 25x13 in caso di gel da 25
cm} 40 ml di soluzione Perossidasi e immergervi la IP2

99 Q/ Posizionare Ia vaschetta sullo Slow Mixer per almeno un'ora

100 /E!’ Lavare in una vaschetta da 30x 15 x 8 om la IP2 con la soluzione PES, ponendola sulle Slow Mixer
per 1 minuto

101 ;/ Ripetere tale lavaggio per altrg due volte
102 E Effettuare tale lavaggio per altre tre volte ponendo Ia vaschetta suila Slow Mixer per 10 minuti
7
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FEDERAZIGNE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIC D] LAVORO FL119
LABORATORIO ANTIDOPING

RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - pllegate Pag. 10/10

| Rev. g

| [1032 [Preparare

LerSubito prina di utifizzarla fa soluzione Covalight, mescolando uguali volumi (15 md + 15 ml}* delle
due soluzioni West Pico Pierce [R-176 Lotlo :

O 10 minuti prima del suo ufilizzo la sofuzione Covalight, conservandola al buio; aggiungendo 25

gocce di CovB [R-176 8 Lotllo ]in 25 mldi CovA [R-176 A Lotto F. _

’ 194§V Mettere in una vaschetta di vetro da 17x 8 om {dimensioni interne-oppure da 25X 13 N 6aso ol gel da
25 ¢m) la soluzione Covalight preparata al punio precedente e immergervi la 1P2

| {10527 |Agitare Ia vaschetta per quaiche secando

F - RIVELAZIONE MEDIANTE GHEMILUMINESCENZA

| [1087 Posizionare la 102 nel rivelatore.
I o7 Esporlaper: C1minuto  ®Bminuti O 10 minuti A8 minuti & 30 minuti
Si sone vetificate non conformilé durante fo svolgimento defla procedura ?

anNe O St vedere Rapporto FLO53 N®

Operatore Sigla e Firma Data Operazioni eseguite
TOR Seloccion Sl {kn da punto [ f] a punto zelf; ¢ sla_lgfula: asf
e TP VA Ty alal acs da punto &+ a punto B - 21/ o obl
oA ;‘\‘Nﬁam AR da punto (Gt | a punto (4}

dapunto[ |apunte [ ]
dapunio[ Japunto [ |
dapunto| Japunio { |
dapunto| Japunto [ ]
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I1.2.8 Second Confirmation Test Results

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

TOTAL IMAGE OF THE GEL
THE RECTANGLE INDICATES THE AREA SELECTED FOR PROCESSING THE DENSITOMETRY DATA
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GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES
GASepo Analysis Report
Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.tif 20100707 Laboratory: F.M.S .- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 07/07/2010
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POSITIVE CONTROL: RHEPO AND NESP STANDARDS (BRNE)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.tif 2010-07.07 Laboratory: F.M.S.1- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 07/07/2010
Operator: 11.26

[Eeerones |
— IS TN I o o o el
331 89,1 56489 35 90 197724 4801530 28
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428 4781846 172275200 1000
450 4531255 121243400 704

296 1281 | 126389
308 1582  5633,53
324 1862 13085,88
2189 1181334
312 2453 583808
321 3014 487736
325 4119 1765739
323 4325 2240024
331 4517 1656331

OO @ P = N WL OO
=4

NN e e
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NEGATIVE CONTROL: URINARY EPO sTANDARD: NIBSC (UEPO)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.1if 2010.07-07 Laboratory: F.M.S1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 070772010
Operator: 11.26
5 uEPO Lane #5: uEPO

s Name Comment CentXCentYCentZfMax X f Max Y | Max Z folume NOne

12.7% = Abs nMax
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e 269 | w28 (770558 |19 384 2403033 63106730 778
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Sample B code 3511158

PosITIVE CONTROL: MIRCERA STANDARD(MIR)

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.1if 2010-07.07
Image File: 100707-5MIN INCR_3.1if
Operator:

8
7
(5}
5
4
3
2

i | vame | comment foentx]
Ni
00% e Comment Ci

GASepo Analysis Report

602

Volume Volume
262 305 690,00 15 3 T

3582,28
1343458

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 07/07/2010
11.26

317,33 | 7589992 2
62 1071551 4167058,0 14,9
6. 3741426 145083500 51,7
4543563 251430600 89,7
123 4482381 280308200 100,0
132 | 4443408 Z72850300
156 2745645 36785810

R
g

200

Session: Analysis 100707 5MIN INCR_3.tif 2010-07-07
Image File: 100707-5MIN INCR_3.6if
Operator:

11. 10E003 B4433C

- M Wa ;O N @

o~ W™ A

> n
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Lane #11. 10E003 B4433C

82,6%
- [ Volume § Volume
e Name Comment CentXjCentY[CentZ§Max X | Max Y | Max Z T
9 268 480 208905 32 58 545253 96

261
280
312
318
297
309

295

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433: CONFIRMATION

GASepo Analysis Report

628
@6
107.0
1234

1682
2011
285

448035
857125
1517827
785035
183511
256,98

Laboratory: F.M.S 1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 070772010
11.26

1142708,0

a0 64 BODI6E | 20471450 171
M a7 2087724 70823000 593
37 111 | 3950085 119604800 @ 1000
3 118 | [16277.08 | 21849030 183
35 143 THBI2T 15396550 129
a8 160 107051 1538290 13
2 202 1DBE36 | 2009648 T
a3 Do 180438 | 4766910 a0
30 255 138300 | 2715987 23
b3 280 218647 | 4545338 kY]
3 302 194787 | 4541608 ag
3 V6 195072 3681301 31
3 353 68947 | 2070949 7
23 378 | | Bans1 | 2123880 18
a7 404 66551 | 1emon03 18
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SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433: STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.tif 2010.07.07 Laboratory: F.M.5.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 07/07/2010
Operator: 11.26

13. 10E003 B44335tab Lane #13: 10E003 B4433Stab
354%
5 Volume | Volume
- | tame | comment Joenixfcen ] centzfwarx fwar v [ warz | Vame | Vime
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5
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() 333 [aas3) B2z |3 [ as| aviso [eeaseann) | 572
o |
R

POSITIVE REFERENCE SAMPLE: USPMIR

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.4if 2010-07-07 Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 07/07/2010
Operator: 11.26
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NEGATIVE REFERENCE SAMPLE (BUR)

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.6if 2010-07-07 Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 07/07/2010
Operator: 11.26

o
17.2% = Volume Volume
: 104 53
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NEGATIVE REFERENCE SAMPLE (BUR) STABILITY TEST

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100707-5MIN INCR_3.tif 20100707 Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100707-5MIN INCR_3.tif Date of Analysis: 070772010
Operator: 11.26
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11.2.9 Test Validity Data

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

TD200SEPO.
Sensitivity performance verification is demonstrated by the positive and negative control

within the entire gel.
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I1.2.10 Result review

FEDERAZIONE MEDIGO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FLO39
L ABORATORIG ANTIDOPING
VERBALE DI COMUNICAZIONE RISULTATI DI CONFERMA
Pag. 111
Rif. PG00 Rev, 2
LOTTO DEACCETTAZIONE: i) & @03 Cooice INTERNG: TBGUD D
CONFERMA PER: Hiresea para; ¥ (s [“Q

-+

| VALUTAZIONE/OSSERVAZION)

@LQSQRZ& < eodne

n.a* DOCUMENTAZIONE ALLEGATA

W | [ | FOSUODILAVORO

g | 3 | TRACGIATI DEIGONTROLLI E CAMPION! {TUTTE LE ALIQUOTE S QUANTITATIVA})

ot | g | SEQUENZA DI ANALIST STRUMENTALE

o gf | CRITERTISL (TR, RarporTIIONI, S/N) (FCO09)

O e | FOGLIO DI CALCOLO (ANALISI QUANTITATMAY (FC___ 1}

e 0 | COMUNICAZIONE RISULTAT! DI CONFERMA TEPO/NESP (FL158)

0 o | ALTRO
(") n.a. : nen agplicabile
RESFONSABILE o g el 52
ESECUZIONE PROVA 1

“-_....-_.__...gfi.‘...‘ff’."i‘f.,f....".t.'fﬁ'{”ﬁwff..-f‘f‘{:‘...F.‘?'g..j‘i.:t’.,é?..,%ﬁ{@i_[g)éh e
................ fwmmbdéﬁw ad Mﬁwﬁ"{«‘&/‘«d’m
gki!‘ 3“ 'aj\aw?h

.............................................................................................................................

DIRETTORE SCIENTIFICO: %Awg, 4 —
,{’ L. L.

para: 2/ 1% ) )
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11.2.11 Conclusions

Data were evaluated according to the WADA technical document TD2009EPO.

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

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

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

FMS|
LABORATORYO ANTIDSRING
Prot, n.(‘i&&émaﬂ}/,% A
oo afld
G O e 02 Chitenay-Malabry July 08", 2010
Département des analyses
110070580141 Laboratotio Antidoping
\E“\W\%\“\\ Dr. Francesco BOTRE
k . Federazione Medico Sportiva Italiana
110970508141 Largo Giulia Gnesy 1
IT - 00197 ROME RM
ITALY

According to the fites corresponding to semple 10F00384433 and WADA criteria
from TDZ009EPC, we conclude that this sample shows the presence of
recombinent erythropotetin (pegylated Epoetin beta - MIRCERA),

Best regards,

Dr Frangoisf LASNE
Pirgetor

65/79



Labaoratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample B code 3511158

1.4 SDS analysis

11.4.1 Instrumental conditions for SDS analysis

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

Focusing:
200V

120 mA
25 W
time: 55min

First blotting:
40V

mA adjusted for the gel area
0w
time: 45 min

Second blotting:

35V

mA adjusted for the gel area
40W

fime: 10 min

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

[1] SeeBlue

[2)  Mircera standard (Mir)

[3] Negative reference sample (Bur)

[4] 10E003 B4433C (3511158)

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

[8] NESP standard

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

FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL167
LABORATORIO ANTIDOPING
SDS PAGE PER LA RICERCA D! ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI
Rif. MP031 - Allegato Pag. W7
Rev. 4]

[Data & ora.di Iniwio enalisi_Jyjob | 40 A2 A0 ;

Lotto di accettazione Codice campioni preparati
LOEC03 DA Bl I3, A:
DA: A
DA: A
DA Al
DA . A

A~ PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

1 a\i}/ Condizionare il campione a temperatura ambiente e preparare la soluzione Comgplete portando a
volume con acqua ultrapura in un matraccio da 10 mi § tavolette di Complete ' [R-172 Lollo ©S€ ] e
mescolande mediante agitatore elattromagnetico

2§ |Prelevare 20 mi di urina’ (in_gasc di prellevi-inferon-portare-a-20-ml-cen-TRIGHSHS-miHTRISFC
$OLatio ) e trasferirli in una provettada 50 ml = iWloe o
3 @ |Aggiungere 400 yl di soluzione Complete (200 1l ogni 10 mi di urina)

4 i |Aggiungere 2 ml di TRISHGE 3,78M [TRISHCI 3,75 Lotto @3 T{Imlogni 0 ml ¢i urina)

5 g | Controflare it pH son deile strips indicalrict in modo che sia compreso fra 6,8 e 7,9, in ¢aso non risult
nel range, correggerio con-tampone TRISHCL3Z5M-TTRISHEFS 76 18— | s Ik loc e

6 [ | Centrifugare per 10 min nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3000 rof

70 Applicare alle provette il componente dellz filirazione del kit Steriflip, assemblandolo in posizione |
verticale

8 " |Ruotare delicatamente di 180° il Kit assemblate

9§ |Collegario alta pompa da vuoto per fa filtrazione

10" | Trasferire il filirato nelle provelte armicon ulira-15

11§ | Centrifugare per 20 min neila centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 ref

124 | Eliminare il filtrato e favare it filtro riempiendo la parte superiore della Amicon ultra-15 con TRISHCI
50 mi [TRISHCI 80 Lotlo in2, 1e 400 ui di soluzlane Complete (2000 ogni 10 i dl wrina)

13y |Centrifugare per 20 mia nella centrifuga refrigerata a 20°C con rotore basculante a 3500 rof

14 ;;( Nel frattempo lavare le Amicon ultra-4 con 2 mi di acqua ulirapura ponendole & centrifugare 2 5000
rpm per 20 min nefla centrifitga refrigerata a 17'C con ratore ad angolo fisso.

15 i‘?{ Prelevare con una micropipetta dalla parie superiore della Amicon ulira-15 il residuo {circa 120:d) e
trasfarirlo nelle Amicon ulira-4 precedentemente favate

165 | Centrifugare a 6200 rpm per 60 min nella centrifuga refrigerata a 17°C con rofore ad angolo fisso

17 | Misurare it volume di rilentato, trasferirne 20 pl in un pozzetto di una plastra del Quantikine VD Epo
kit

18" | Aggiungere net pozzetlo 80 pi di diluente (fornito nel Quantiline iVD Epo kit)

10 | Metiere ad agitare la piastra con i pozzett su di un agilatore Delfia Plateshake a circa 800rpm per
un'ora o in frigorifero per tutta la notte
201 |Preparare PBS

Portare a volume con acgua ultrapura in un malraccio da 1000 mi 5 tavaletie di tampone fosfato
salino [R-165 Lotio 3 1. Mescelare mediante agitatore sleftromagnetico.

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

’ £ possibile preparare quanliti differenti guantita differentt purch resting invariate le proporzionl.
? In caso df urina diluita e prelievi maggior, pralevare le quaniitad ¢ Camplate ¢ di TRISMCLA 75 rispettando f rapporti fea § reattivi.

[
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO D} LAVORO FL 167

LABORATORIO ANTICOPING

$DS PAGE PER LA RIGERCA D! ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Rif. MPO31 - Allegato Pag. 27

Rev. 0

218

Swuotare 1 pozzetl e lavarli con PBS

Jem

Eluire Iz proteine legate al pozzetto con 30 wl del tampone LDS (1x) lasclande ad agitare su di un
agitatere Delfia Plateshake per qualche minuto

234

Trasferire l'elualo in una provetta eppendor! e posizionarla a scaldare per 5 min a 85°C softo
agitazione (circa 600 rpm)

24

Immergere la proveita eppendarf nel bagno refrigerante per 30 s

251

Prelavare gli standard dat cangelatore

281

4

Agglungere 2,5 ul di tampene LDS (4x) [{R-388 lotto <2 Je 1l di agente riducenie {10x) [R-402
lotto <z, | per 10 Pl di standard .

b

Posizionarli a scaldare per 6 min a 85°C

280

Immergere le vials net bagno refrigerante per 30 sec

B— CORSA ELETTROFORETICA

pishd

Preparare

I tatpone MOPS {1x)

Diluire il tampone MOPS running buffer (20x) [R-400 lotto w2 ), mescolando 50 mi def tampone
MOPS {20x) con 950 mi di acqua ultrapura

Calolita
Mescolare 200ml gel tampone MOPS [1x) con 500 i di antiossidante [R-401 Iotto =02 }

308"

Prendere un NUPAGE 10% Bis-Tris gel 1.5mm* 10 well [R404 lottp <2, |, estrarlo dalfa guaina di
impacchetiamento, eliminare il solvenie e lavario con acqua ultrapura (maneggiare il tutte tenendolo
per il bordo)

3@

Rimuovera la striscia adesiva dal retro del gel cassette

32z

Rimuovere il copripozzelli € con una pasteur favare i pozzetti con il tampeone MOPS (1x), ruotare n
un unice movimento il gel cassetie, imyovendo i tampone

3337

Ripetere tale operazione due voile. Essere sicuri che non ci siano bolle d’aria nei pozzetti

34 5

Assemblare la celia, ponende [l gel casseite con il lato dei pozzetli rivolto verso il Buffer core. Nel
caso si faccia correre solo un gel, si ponga it Buffer Dam (pannelio divisorio di plastica) per chiuders
la camera contenente it Buffer core (catodo) altrimenti si metla al suo posto il secondo gel casselte

380~

Rigmpire la camara contenente il Buffer core con i calolite, coprire | pozzelli, Essere sicun che H
livello del catolita non scenda in quanto la cella non & correttamenie assemblata

Y-

Prelevare i camplonl e gl standard e dispensarli nei pozzett secondo il seguente schema:
SeeBlue
Standard di conferma
Bur
Campione
NIBSC (102)
Usp di confarma
BRP?
NESP
NIBSC {10 2)
SeeBlue

Compilare la tabella seguente in base alla sequenza di caricamento:

E ? Lo achema sopra eiportale @ indicative, ad ecceziona dello standard di confermma e di quelic NIBSC, g oitri possono essere cambiali,
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Posizicng Campilone Volurme di ritentato {ul)
1 ST Bve 2.
2 b R
3 Pk Do
4 Jetena®uuad s
5 A BSC Do
6 TRl w A 12 Pl
7 2o e ot
8 RESS 2o
g bV BSC 2
10 YEE LU, 2 £
3701 | E sufficiente un solo gel cassette
Sl,zfvai al punto 38} NOO Compitare la tabells seguente in base alla sequenza di
caricamento;
Posiziong Campione Volume di ritentato (pl)
1
2
3
4
5
5]
7
8
g
10
38~ |Riempire I'anodo con il tampone MOPS {tx), chiudere la cella ¢ collegare ghi elettrodi allalimentatore
che deve essere spento.
3254 |Chiudere la cella & impostare i seguenti parametri:
Potenziale: 200V
Caorrente: 120 rmA
Potenza: 25 W
Tempo: 55 min
Completare fa seguente tabella con i parametri di inizio e fine corsa:;
Potenziale Corrente Potenza Tempo
) {mA) {W) {min)
Yol 2O 1.8 o
O &3 .2 S5
40% |Taghiare due retlangoli di Durapore e Immobilon P e 18 rettangoli 4) caria da filtro” o simile delle
dimensioni di 8 {esatti) x 7 cm
41;?’ Preparare il Tempone Twobin aggiungendo a 7,21 g di Glicina [R-164 Lotto sy ] 1,515_1_5'7
Trizmabase [R-157 Lotto &4 ], 100 m! di Metanolo e portando a volume con acqua Uitrapura in un
matraceio da 500 ml
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FEDERAZIONE MEDIGO, SPORTIVA ITALIANA

. FOGLIO DI LAVORO FL 167

LABORATORIO ANTIDOPING T

8BS PAGE PER LA RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGHI

Sample B code 3511158

Rif. PC31 - Allegato Pag. 47
Rev. 0

427 | Dopo 20 min dallinizio della corsa, preparara fre vaschelle defle dimensiont di 25 % 25 x 84 om
contenenti rispettivamente matanolo [R-038 Lotto <7 2 ], acqua ultrapura e Tampone Twobin

4320 |lmmergere un rettangolo della Immobilon P nalla vaschella conlanents metenolo per 1 minuto, quindi

: immergerla in guelln contenente acqua per 2 minli e quind in guella contenente Tampone Twobin
per almene 20 minuti e posizionaria sullo Slow mixer

44,21’ immargere un rettangolo della Durapore nella vaschelfa contenente Tampone Twaobin per almeno 20
minuti e posizionarfa sullo Slow mixer

457 A circa 5 min dalla fine della corsa appoggiare ai bordi della vaschetta contenente Tampone Twabin |
fogli di cana da filtro in due pacchetti da guatiro clascuno®, in mado tale che sf Imbevano di soluzicne
per capilfarita

C-PRIMO BLOTTING

481" | Alla fine della corsa rimucvere il gel casselle daila cella

47 D~ | Posizionare 1i gel cassetle su di una superficie piana e inserire con attepzione 1l coliello per ll g2l tra
le due lastre ds! gel cassette

48 p/ Fare forza con il coltello finché non si compono i legami che tengone unite le due lastre, rmuovere la
fastra afla quale non & adeso il gel

4910 | E possibile immergere il gel in una vaschetla contensnte Gli-Tris 2 (preparala 41 fresco pesando 3,02
g di Trizma, 7,21 g di Glicina & portando a un volume pari a 500m! con acqua ultrapura)

502 {Tagliare la parte di gel corrispondente ai pozzetti e Is parte opposta sporgenta

59 ;'/' Prelevare dalla vaschelta il reftangolo della Durapore e scvrapporlo repidamente &l Gel e
analogamente sovrappon il rettangolo della Immobilon P e quindi un paccheito di caria da fillro
pralevati dalle vaschette

52z | Sovrapporre quindi un rettangolo o parafin, facendo pressiona con un rullo, per eliminare le hofle
d"aria

53 /D,/ Mettende il coltellc sotie il gal siaccario dallz lastra e capovolgere [nsieme (pacchetto, lmmabilon P,
Durapore e gel) sulla piastra Trans Blot SD Semidry Transfer Cell

54 127 { Sovrapporre rapidamente if secondo pacchelto di caria da filro

S5 | Sovrapporre quindi un rettangelo di parafilm, facendo pressione con un rullo, per eliminare le bole

d'aria

568

Chiudere If supporto e impostare | seguentl parametri:
Potenziale: 40 Vv
Corrente: 1,5 mA x Area del gel
Potenza: §0 W
Durata: 45 min

Completare [a sequente tabeila con i parametri di inizio e fine corsa:

Potenziale Corrente Potenza Tempo
) {mA} W {min}
10 & & o ('
7
26 =2 A LS’
572" | Preparare PBS e DTT.
FBS
Portare a volume con acqua ultrapura‘in un matraceio da 1000 ml 5 favolette di tampone fosfato
salino {R-165 Lotto 8% | Mescolare mediante agitatore zletiromagnatico.
DIT
Portare & vollime con PBS in un malraccio da 250 mi 192,8 mg ditiotreitalo [R-182 Lotte <21 ]
Tale soluzione deve essers utilizzata entro trenta minuti dalla preparaziene, causa ossidazione,
58 i+ | Al termine delfa migrazione, dopo aver aperic il supporio

ietiere in una vaschelta da 30x 15 x 8 om 280 ml di DTT e immargervi il rettangolo of Immobilon P
{IP1}

L] N . )
E' consentito variare 1 nureeso dei {3t o seconda dello spessoro della caits
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL 167
LABORATORIO ANTIDOPING ' '

SDS PAGE PER LA RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH!
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Rev. 0

508 |Posizionare la vasthettz per 60 minuti in incubatore a 37°C.
80" | Preparare le soluzioni LFM
L.LFM 5%

Portare a volume con PES in un matraccio da 250 ml 12,5 g di latte in povere a bassi grassi
[R-178 LoltogZ+ ). Agltere con agitatore magnetico.

LFM 1%
Portare a volume con PBS in un matraceio da 100 mi 1 g di latte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotlo 637 L Agitare con agitatore magnetice.

stef |Lavare la IP1 con PBS, metiere In una vaschetia da 30x 15 % 8 om 260 ml di LEM 5% & immergervi 1l
rettangalo di 1P1

62£] | Posizionare la vaschetta suilo Slow mixer per 60 min
632 |LavarelaiP1con PBS

6443 |Preparare Ia soluzione Clone AE75A
Aggiungere 40 pl di anticorpo antiepo [R-173  Lotto ©77 ] 2 40 midi LFM 1%
6541 | Metere in una vaschetta di vetro da 17x 8 cm 40 ml i soluzione Clone AE7SA & imimergervi la (£1

8841 | Posizionare la vaschekia sulio Slow mixer per 80 min: in caso di tempi superiori, porre Io Slow mixer
in frigarifero (in questultimo caso dopo aver folto 1a vaschalta dal frigorifero lasciara ad agitare sullo
Slow mixer a T arnbiente per circa 2¢ min)

871 |Praparare le soluzioni
PBS

la soluzione LFM 0,5%
Portare a volume ¢on PBS in un matraccio da 2000 rl 10 g di [atte in polvere a bassi grassi

[R-178 Lotloes1 | Agitare con agitatore magnetica.

280 ml di
LFM 5%

0 INK:aggiungere 250 nl di Indian ink [R-177  Lotto ]a 250 ml di LFM 5% precedentemenie
preparato

68 ,p’ Lavare In una vaschetta da 30x 15 x 8 cm la [P {con la soluzione LFM 0,5%, ponendola suflo Slow
mixer par 1 minuto

6941 | Efiettuare tale lavaggio per altra tre volte ponendo fa vaschetla sullo Slow mixer per 3¢ minuti

D-SECONDO BLOTTING

T4 | Preparare I'acido acetico 0,7%
Portare a volume con acqua ultrapura in un ratraccio da 500 ml 3,5 mi di acido acetico
{R-003 Lolte {3 ]
71" |Preparare tre vaschette delle dimensioni di 25 x 25 x 8h cm contenenti rispettivarenia metanolo,
acgua ulirapura e acido acelico 0,7%
72/5’ immergere un rettangolo delia immobilon © nelia vaschetta contenente metanolo

[R-038 Lotta (21 ] per 1 minuto, quindi immergerla in quella contenente acqua per 2 minui e
quindi In guella contenente acido acetico 0,7% per almeno 20 minuti
731}~ |Immergere un rettangolo della Durapore nella vaschetta contenente acido acetico alio 0,7% per
/ almenro 20 minuti

T4 }2’ Diect minuti prima di ulilizzarli, appoggiare ai bordi della vaschetta contenente acido acetico 0,7% i
fogli di carta da filtro o simile in due pacchetti da quattro ciascunc®, in modo tale che si imbevano di
soluzione per capillasita

7541 | Sulla piastra det Nova Blot pasizionare il pacchetto da quattro fogli di carta da filtro
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FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA FOGLIO DI LAVORO FL 167
LABORATORIO ANTIDOPING
SDS PAGE PER LA RICERCA DI ERITROPOIETINA RICOMBINANTE E ANALOGH]
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76 |l.avare ia IP1 con PBS & sovrapporla rapidamente al pacchetio

778 | Sovrapporre sapidamente la Durapore

787 | Sovrapparre rapidamente Ja immobilon P (al terming della corsa nominata 1P2)

7848 | Savrapparre rapidamente if pacchetio da quattro fogli di carta da filiro®

802 g’ov_rapporre quindt un rettangolo di parafilm, facendo pressione con un ruilo, per eliminare |e bolle
afia

814 | Chiudere il supporio e impostare | seguenti parametsi;

Potenziale: 35V -
Potenza: 40 W

Corrente; L8 mA x Area del gel

Durata: 10 min

Completare la seguente tabella con | parametii di inizlo e fine corsa

Potenziale {V) Corrente (mA) Patenza (W) Tempa{min)
& 50 A o
& S A A

82 /EI/ Si & inferroita 'analisi aflincubazione cdn Fanticorpo primario

Sio NOC-dndare al punto 83
Preparare i soluzione LFM 1%

Portare a velume con PBS in un matraccio da
100 mi 1 g di [atte in polvere a bassi grassi
fR-178 Lotto }. Agitare con agitatore
magnetice.

83z {Al termine della seconda migrazione aprire Il supporto, prelevare Ji rettangolo di IP2 e immergerlo in
una vaschetta da 30x 15 x § cm 250 mi di LFM 5% (oppure INK}

B4« |Posizionare la vaschetta sullo Slow mixer per 60 min.
85¢ |Lavare la [P2 con PBS
88[1 |Preparare ANT! IgG

Aggiungere:
26 pl di anticorpo segnato con 1a biotina Pierce (R-175 Loftocf® ]2 40 mi di LFM 1%
[} 10 ul di anticorpo segnato con 1a biclina Paris [R-175  Lotto [ 840 mldi LFW 1%

87 /E!f Mettere in una vaschsita di vetro da 17x 8 ¢m {dimensioni interne) 40 mi di soluzione ANTI lgG e
immergervi la IP2

Bsfj “{Posizionare la vaschella sullo Slow mixer per 90 min, In caso di templ superiorf posizionare to Slow
mixer in frigo (in questultimo caso dopo aver tolto la vaschetta dal frigorifero lasciarla tasciaria ad
agitare sullo Stow mixer a T arbiente per circa 20 min}

89,21 Preparare le soluzioni
PBS

ta soluzione LFM 0,5%

Portare a volume con P8BS in un matracclo da 2000 mi 10 g di latte in poivere 2 bassi grassi

[R-178 Lotfo &32 . Agitare con anitatere magnelico,

9047 |lavare in una vaschelta da 30x 15 x 8 cm [a IPZ con la soluzione LFM G,5%, ponendola sullo Slow
miker per 1 minuto

814§ |Ripetere tale lavaggio altre due volle

924 |Effetiuare tale lavaggio per altre tre volte penendo Tz vaschetta sulle Slow Mixer per 12 minut.

9% | si ¢ intarrotta 'anafisi allincubazione con Ianticorpo secondario
Slg I NOG andare al punto 94
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Praparare la soluzione LFM 1%

Portare a volume con PBS in un matraccio da
100 ml 1 g di lalte in polvere a bassi grassi
[R-178 Lotlow3} |. Agitare con agitatore
magnetico.

945"

Preparare 1a soluzione Perossidam
LET Aggiungere 150 pl di streptavidina perossidasi Pierce [R-174 Lottoete#® ] a 40 midi LFM 1%

{1 Agaiungere 20 pl di streptavidina perossidasi Biospa [R-174 Lollo | @ 4D mi di LF) 1%

955

Lavare la IP2 con PBS -

e rd

Mettere in una vaschelta di vetro da 17x 8 ¢m (dimensioni interne) 40 ml dt soluzione Perossidasi e
immergenvila P2

LIizS

Posizionare la vaschetta sullo Slow Mixer per almeno un'ora

981

Lavare in una vaschatta da 30x 15 x 8 cm I IP2 con la scluziene PBS, ponendota sullo Slow Wixer
per 1 minuto

a7

Ripetere tale lavaggio per altre due volie

10045 | EFfettuare tale lavaggio per aitre fre volte ponendo la vaschetta sullo Stow Mixer per 10 minuti

10121 | Preparare
A subito prima di utilizzarla ia soluzione Covalight, mescelando uguali volumi (10 mi = 10 mi) delle
due seluzioni West Pico Plerce [R-176 Lotto ¢y A I
3 10 minuli prima del suo utilizzo la soluzione Covalight, conservandola al bu:o aggiungendo 10
gocce di CovB [R-176 B Lotlo }in 10 midi CovA [R-178 A Lotto %

102#f | Metters in una vaschetfa di vetro da 17x 8 cm (dimensioni interne) fa soluzione Covalight preparata a

punto precedente e immergervi la P2

10375 | Agitare la vaschelta per quaiche secondo
F— RIVELAZIONE MEDIANTE CHEMILUMINESCENZA
10447 | Posizionare [a IPZ nel rivefatore.
105 & | Esporla per: {1 1 minuto ES minul [3 10 minuti JE minuti 27 30 minug
Si sone verificate non conformita durante lo svolgimento detla procedura 7
A NO O 81 vedere Rapporto FLOSS b°
Qperatore Sigla e Firma Data Operazionf eseguite
Ty S5 e 16l sl da punto [ {] a punto [ g
EUS, S VB Az o lua da punio LAY a punto [R¥
Cs SV o 12 el da punto 5%] a punto A5
3 dapuntof Japunto [ ]
dapunto[ Japunto [ ]
dapuntof Japunto [ ]
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11.4.3 SDS-Page results

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

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

GENERAL VIEW OF ALL THE PROCESSED LANES

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17 Laboratory: FM.S.L- Laboratorio Antidoping Roma

Image File: 100617-30min cam.tif Date of Analysis: 17/06/2010
Operator: 1230
3. 10E003B . LS it
1. Mir 2.Bur 4433C || 4vero || 5.uspmr || 6iePo || 7.nEse || &.uEPO
100,0% 58% 51,9% 72% 21,7% 100.0% | [Mon o
47,8% 94,2% 48.1% 52.8% 783% |[Nonunnumel [ 1000% | [non
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POSITIVE CONTROL: MIR STANDARD

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma

Image File: 100617-30min cam.tif Date of Analysis: 17/06/2010

Operator: 12.30
1. Mir

Lane #1: Mir
100,0%

VOlLIIIIE Volume

7651,03 46  28637,33 38326290 100.0
1 21.4 161.8 5000,26 32 167  10879,88 | 3505189,0 94

POSITIVE CONTROL: BRP STANDARD

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17

Laboratory: F.M.S.L- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100617-30min cam.tif Date of Analysis: 1706/2010
Operator: 1230
6.[EPO Lane #6. rEPO
100,0%
e

18.1 1683 1566892 & 33 167 3434702 235817200 100,

75/79



Laboratorio Antidoping -FMSI

Documentation Package

POSITIVE CONTROL: NESP STANDARD

Sample B code 3511158

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010.06-17
Image File: 100617 30min cam.tif
Operator:

7.NESP

Nan un numero reales

194

GASepo Analysis Report

Lane #7: NESP

Volume Volume
e N N [ el R

1305 1780002 35 131

Laboratory: F.M.S.1- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 17/06/2010
12.30

3038441 229798300 1000

NEGATIVE CONTROL: NIBSC STANDARD (UEPOQ)

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010.06-17
Image File: 100617-30min cam.tif
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GASepo Analysis Report

Laboratory: F.M.S.1- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 17/06/2010
12.30

Operator:
s
72% Jolume \’O!UITIE
175 1057 300742
A 180 1813 1541907
- -

2

107 815258 21470860 78
183 3383560 275556600 1000




Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package

Sample B code 3511158

SAMPLE INTERNAL LABORATORY CODE 10E003 B4433

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17
Image File: 100617-30min cam.tif
Operator:

3. 10ED03 B4433C
51,9%

W e - M

A

GASepo Analysis Report

= Vulume Vulume

215
191
29
159

Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Date of Analysis: 17/06/2010
1230

Lane #3: 10E003 B4433C

24531
1060 558241 32 107 1254985 30424160 1000
1815 330158 ar 185 1382288 26808840 88,1
252 | 93276 13 225 300814 4990281 164

POSITIVE REFERENCE SAMPLE: UsSP MIR

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17
Image File: 100617-30min cam.tif

77179

GASepo Analysis Report

Date of Analysis: 170612010
Operator: 12.30
5. Usp Mir Lane &5: Usp Mir
2T Comment cent X | cent Y | cent z | max x | Max ¥ | max z | Volume § Volume
78,3% o Abs nMax
182 437 561249 2357492 31842200 18,0
1 247 1059 303198 31 107 910366 17161020 98

1.1

Laboratory: F.M.S L.- Laboratorio Antidoping Roma

1803 1631872 31 181 3612610 175263100 10,0




Laboratorio Antidoping -FMSI Documentation Package Sample B code 3511158

NEGATIVE REFERENCE SAMPLE: BUR

GASepo Analysis Report

Session: Analysis 100617-30min cam.tif 2010-06-17 Laboratory: F.M.S.1.- Laboratorio Antidoping Roma
Image File: 100617 30min cam.tif Date of Analysis: 17/06/2010
Operator: 12.30
DA% volume | Volume
= WS I (W
1048 241628 32 837856 | 1181561,0 64
A 17.8 1784 1833794 31 182 3471724 184663100 100,0
B 163 2233 105238 14 224 307486 5524903 30

Conclusions:

The additional evidence obtained by the SDS analysis supported the results
obtained by IEF.
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II.5 Test Report

~.,

‘l LABORATORIO ANTIDOPING FRISI

frot. 2197/EMB/shr

RISERVATA PERSONALE/CONFIDENTIAL

e
I,r“:'?_ %’-E » FEDERAZIONE MEDICO SPORTIVA ITALIANA
i§:
AL

Documentation Package

RAPPORTO DI PROVA
TEST REPORT

Deta/Dale 08/07/2010

Sample B code 3511158

Large Giulio Onestl, 1
00197 Roma
Tel+39.05.36859508
Fax:+39.08.8078971

AlTar LAAF,

\ tlon:
AttnotAttentlon: or. & DOLLE

Indirizzofhddross: B 359, GE0O0T

CAP Cit1d Hazione/PC Place Countey: MONACO CEREX
LOTTO [ ACCETTAZIONTIR GCLIPT BATCH: 10EQD3 |CATENA DI CUSTODIAITEST ISSION CODE: JAAF 032010
RICHIEDENTE /rcnigoenre: FIDAL FELERAZIONE {FEDERATION JAAF
SPORT-GARAIsPoRT-EVENT: ATHLETICS - GARA INT.LE DI MARCIA 20 KM - IAAF LUO GO fPLACE: SESTD SAN GIOVANNE
DATA DELLA GARA DATAIORA DI ARKIVO CAMPIGHE
DATE OF EVENTT 01 ',05120 1 0 RECEIPT OF SAMPLES 021'05” 0 i 82()
INZIO AHALIS!: FINE ANALISE w
START QR ANALYSSS 1 4"06’20 10 END OF ANALYSIS 07}07"201 0
e |TIPD BITEST N COMPE TG NE CON EPOINESEIN
TIPQ DI CAMPIONESTYPE GF SAMPLE: YRINARIRE | o pEST COMPETITICN WITH EPQINESP
CODICI DEE CAMPION! ANALIZZATYSAMPLE CODES
CODICE CODICE
CODICE IHTERND ERTEANC SESSD ECOCE INTERKC ESTERND BELS0
INTERNAL COBE EXTERNAL GERDER [ INTERHAL CO0E EXTERNAL. GENDER
copx ECOE
B4433 3511158 L - -- -

| metod uitizzall sono ipertati nol documanto ELODEIAnaitice! meliode ane repented in ELARE .
Tuli meiadi sono in accorde cas | document ISONEG 17025 4 WADA International Standard for Laboralories/ Thase methods are in complignee wiff IGOHEC 17025

standzed and WADA Infemntienal Standard fer Loboralonas

 risuttati analiticl ol riferisconn esclusivamante of cumpion| soltopasti & provafThe analylicel rasuits refer exclu

Il campisnamento & a cura del cliente!The ciient is responsible fer the sampling

RISULTATIURESULTS |
Adverso Analytical Finding

- CONTINUOUS ERYTHROPOIETIN RECEPTOR ACTIVATOR (CERA)

NOTE, PARERI ED INTERPRETAZION] INOYES, OPINONS AND i TERPREVATIONS

shvcly to the samples incluted in the report,

Le analisi effeliuate sul camplone B sopra riporato hanno canfermato ja presensa dif The complofe analysis of the B sample confimiad the presente of:

+ Canferma esterna in accordo con quante previsie dalla normaliva VADA ficevuta in data O

on 08472010

=

SOTII0 0 1 External conlienation sccording to the Wada mifes received

0 WASALADAMS]

Wigfata iz rip parzinte del 5 t

15 261D auiCHreaEh

gesita del Disstors Seientdica

Eatal ceproduction of this repord valhout suthanzalicn of Ihe Scienliic Diresioe is forbidcen

124, HETOY e Pag, 1/t
Rif PGOO1 - Allez=la

I
Dr. Franccst:i tre

ScientificorScienific Direster
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