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СОП-ЛФ-ВРНК-001
Выделение РНК из биоматериала пациентов
1. Введение, цель
Настоящая методика устанавливает порядок выделения РНК из биологического материала

2. Назначение
Выделение РНК значительно снижает ее деградацию во время хранения.
3. Термины и определения
СОП – стандартная операционная процедура;
КБМЗ - Коллекция биоматериалов (ДНК, РНК и плазма) пациентов, страдающих мультифакторными социально-значимыми заболеваниями
4. Пересмотр

Данная СОП вводится впервые.

5. Материалы и оборудование
5.1 Материалы и реактивы

	Наименование основных реактивов и материалов
	НТД, производитель, страна

	 Автоматическая пипетка вместимостью 20÷200 мкл
	«Ленпипет», Россия


	Автоматическая пипетка вместимостью 100÷1000 мкл
	«Ленпипет», Россия


	Штатив-подставка для пипеток универсальный на 5 дозаторов 
	«Ленпипет», Россия

	Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно закрывающиеся микропробирки на 1,5 мл 
	Axygen, США

	Одноразовые наконечники для пипеток переменного объема без фильтра фильтром до 200 и до 1000 мкл
	Axygen, США

	Штатив-подставка для микропробирок и наконечников
	SSIbio, США

	Емкость для дезинфицирующего раствора
	VITLAB, ФРГ

	Мерный цилиндр объемом 50 мл, 100 мл и 1000 мл
	VITLAB, ФРГ

	Фалкон на 10 и 50 мл
	Axygen, США

	Лимонная кислота не менее 99%
	Panreac, США

	Лаурилсаркозин натрия
	Serva, ФРГ

	Перекись водорода
	ООО «Росбио», РФ

	Пакеты полипропиленовые одноразовые с индикаторами стерилизации, для сбора и термической обработки (дезинфекции и утилизации) медико-биологических отходов
	АБРИС+, РФ

	Этанол
	ЗАО «База №1 химреактивов», РФ

	Фенол ультрачистый для молекулярной биологии более 99,7 %, осч
	ЗАО «База №1 химреактивов», РФ

	Хлороформ
	ЗАО «База №1 химреактивов», РФ

	Гуанидин тиоционат не менее 99%
	AppliChem, США

	Натрий лимоннокислый (цитрат) 3-зам. 5,5-водн. 98,0 %, Extrapure, 98,0 %
	Panreac, США

	Натрий додецилсульфат (SDS) 85,0 %, Pharm grade
	Panreac, США

	Соляная кислота 37,0 %, Ph
	Panreac, США

	Трис(гидроксиметил)аминометан 99,9 %, MBG, для молекулярной биологии
	Panreac, США

	Мини-колонки Aurum RNA binding Columns, 50 шт.
	Bio-Rad, США

	Клейкая лента канцелярская Attache прозрачная 19 мм х 33 м (пластиковая втулка)
	Attache, Россия

	Маркер перманентный Paper Mate SHARPIE TWIN TIP, 1 мм
	Paper Mate, США



5.2 Оборудование

	Оборудование
	НТД, производитель, страна

	Холодильник +4С
	Indesit, Италия

	Кельвинатор -80С
	Thermo Scientific, США

	Бокс биологической безопасности II класса защиты
	ЗАО "Ламинарные системы", РФ

	Настольная  центрифуга для  микропробирок типа «Эппендорф» объемом 1,5 -2 мл до 14000 об/мин
	Eppendorf, ФРГ

	Термостатируемый шейкер для микропробирок типа «Эппендорф» объемом 1,5 -2 мл
	Biosan, Латвия

	Льдогенератор
	Koreco, ЮКорея 

	Ультрафиолетовый облучатель
	ARMED, Россия


	Автоклавная установка
	ЗАО «Тюменьский завод медицинского оборудования и инструментов», РФ

	Весы
	

	рН-метр
	Knick, ГДР

	Дистиллятор
	SG-Wasser, Сингапур

	Источник бесперебойного питания
	APC, США

	Компьютер с принтером
	ASUS, Китайская Республика

	Источник бесперебойного питания 5 кВт
	APC, США


5.3 Комплект спецодежды

	Одежда
	НТД, производитель, страна

	Колпак медицинский
	ГОСТ 2313478

	Перчатки хирургические резиновые
	ГОСТ 3-88

	Маска медицинская 
	ГОСТ EN 13795-1-2011

	Халат медицинский
	ГОСТ 24760-81


6. Помещения

Проведение работ осуществляется в помещениях лаборатории фармакогеномики ИХБФМ СО РАН.
7. Процедура

7.1 Подготовительный этап

7.1.1. Подготовка персонала к проведению работ

– надеть сменную обувь, медицинский халат и перчатки.
7.1.2. Подготовка боксового помещения к работе

– приготовить 3% раствор перекиси водорода, в стеклянный цилиндр налить (100±1) мл 30% перекиси водорода и довести объем до 1000 мл водопроводной водой, данный раствор может быть использован в течение 48 ч;

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования до начала работ;

– обработать помещение ультрафиолетовыми лучами до начала работ в течение 15 мин.

– подготовить емкость со льдом.
7.1.3. Подготовка растворов.

7.1.3.1. Лизирующий буфер:

- взвесить 23,6 г гуанидин тиоционата в фальконе на 50 мл; добавить 40 мл MQ, полностью растворить гуанидин тиоцианат (быстрее при +65С);

- взвесить 2,58 г цитрата натрия в стеклянном стакане на 50 мл, добавить 10 мл MQ, размешать, довести кристаллами лимонной кислоты до рН7, перенести в фалькон на 10 мл;
- к раствору гуанидин тиоционата добавить 2,5 мл цитрата натрия рН7 и 0,714 мл лаурил саркозина натрия, перемешать, довести объем раствора до 50 мл, добавив MQ;
- обернуть фалькон с раствором в фольгу, хранить на столе.

Состав лизирующего буфера:
- гуанидин тиоцианат 4М.
- цитрат натрия 1М, рН7.
- лаурил саркозин натрия 0,5% по объему.
7.1.3.2. Фенол водонасыщенный
- достать бутылку с кристаллическим фенолом из холодильника, согреть до rt, ослабить крышку
- поставить в горячую воду, нагреть до +65с, пока не расплавится.
- заполнить банку фенола деионизованной стерильной водой до горлышка (вообще достаточно 1/5-й от объёма фенола, ведь 100 гр фенола насыщаются 12,36 мл. воды).
- хорошо закрутить крышку и встряхнуть, чтоб водная и органическая фазы образовали качественную эмульсию.
- поставить на +3с, чтоб фазы разделились (в течение 8-16 часов).
- отсосать верхний водный слой.
- разделить фенол на небольшие объёмы (50-100 мл), достаточные для 1-го – 2-х раз использования.
- добавить стерильной деионизованной воды, чтоб покрыть ею слой фенола.
- хранить при +4с защищённом от света месте. Лучше использовать бутылки из стекла янтарного цвета, обёрнутые фольгою. В таком виде фенол будет стабилен несколько месяцев (минимум 3). Замораживать фенол не рекомендуется.

7.1.3.3. Отмывочный буфер
- взвесить 1,97 г Tris-HCL, перенести в стакан на 50 мл, добавить 40 мл MQ, довести HCL до рН7,4, перенести в фалькон на 50 мл, хранить замороженным на -20С.
- смешать 41,6 мл 96% этанола; 0,5 мл Tris-HCL рН7,4; 7,9 мл MQ. 
- хранить на столе.
7.2. Основной этап

П.1. образец объемом 100-200 мкл поместите в пробирку на 1,5 мл.

П.2. добавьте 550 мкл лизирующего буфера. Тщательно перемешайте встряхиванием. Сбросьте капли центрифугированием.
П.3. добавьте 500 мкл водного фенола, 100 мкл хлороформа. Тщательно перемешайте встряхиванием.

ВНИМАНИЕ: водный фенол – нижняя желтая фаза двухфазной смеси.

П.4. центрифугируйте образец  15 мин при 12 000 об/мин. 

П.5. отберите 600 мкл водной (верхней) фазы в три приема по 200 мкл носиком на 200 мкл в новую 1.5 мл пробирку. Старайтесь отбирать водную фазу медленно, иначе вы захватите интерфазу. 

П.6. добавьте 900 мкл этанола, перемешайте.

П.7. поместите колонку в адаптер. Подпишите колонку на крышке.

П.8. перенесите 750 мкл раствора, полученного в п. 6, в корпус колонки, закройте колонку и центрифугируйте 1 мин при 6 000 об/мин.

П.9. удалите проскок (раствор, проскочивший сквозь колонку) из адаптера.

П.10. повторите п. 8-9.

П.11. добавьте 450 мкл отмывочного буфера в корпус колонки, закройте колонку и центрифугируйте 1 мин при 6 000 об/мин
П.12. насухо удалите проскок из адаптера.

П.13. повторите п. 11-12. 

П.14. центрифугируйте 3 мин при 12 000 об/мин.
П.15. незамедлительно извлеките колонку из адаптера, убедитесь, что стенки колонки снаружи сухие, перенести колонку, в новую 1,5 мл пробирку (предварительно подпишите пробирку и обрежьте крышку пробирки ножницами, крышку не выбрасывайте!). если стенки колонки снаружи не сухие – повторите п.14.

П.16. добавьте в колонку 80 мкл MQ.

П.17. закройте колонку и инкубируйте при +65ос 3 мин.

П.18. центрифугируйте колонку в пробирке 1 мин при 12 000 об/мин. извлеките колонку из пробирки, закройте пробирку крышкой. Храните РНК до реакции обратной транскрипции при -80°с.

7.3 Завершающий этап

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования после окончания работ;

– обработать ламинарный бокс и помещение ультрафиолетовыми лучами после окончания работ в течение 15 мин.
– невостребованные биологические образцы подвергаются списанию, инактивации и уничтожению.
· инактивацию и уничтожение биообразцов и контейнеров проводят автоклавированием в пакетах для дезинфекции и утилизации медико-биологических отходов. После автоклавирования пакеты выбрасывают как бытовые отходы.
8. Охрана труда и техника безопасности

При проведении процедуры необходимо соблюдать следующие инструкции по технике безопасности и инструкции по биобезопасности:

1. ИОТ – 02 Инструкция по ОТ для неэлектротехнического персонала по электробезопасности на I квалификационную группу;

2. ИОТ – 10 Инструкция по ОТ при работе с облучателем бактерицидным ОБНП 2(2х15-01) «Генерис»;

3. ИОТ – 34 Инструкция по ОТ при работе с ЛВЖ в лабораториях института;

4. ИОТ – 72 Инструкция по ОТ при работе с перекисью водорода и органическими перекисными соединениями;

5. ИОТ – 86 Инструкция о мерах ПБ в лабораториях;

6. ИОТ – 99 Правила работы с микроорганизмами III-IV группы патогенности и возбудителями паразитарных болезней.
9. Нормативные ссылки. 
1. Методические рекомендации «Организация преаналитического этапа при централизации лабораторных исследований крови» (Одобрены на общероссийской научно-практической конференции «Реальные клинико-диагностические лабораторные услуги: степень соответствия стандартам лабораторной медицины, качество, себестоимость и цена» (Москва, 2-4 октября 2012 г.)

2. ГОСТ Р 53079.4─2008. «Технологии медицинские лабораторные. Обеспечение качества клинических лабораторных исследований. Часть 4. Правила ведения преаналитического этапа». Введен в действие с 1.01.2010 года.

3. СанПин 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных заболеваний»

4. «Правила устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы здравоохранения СССР», Москва, 1981 г.

5. Методические указания «Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I-IV групп патогенности», 2009 г.
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