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Рак мочевого пузыря (РМП) остается одной из наиболее актуальных проблем современной онкоурологии, характеризуется скрытым течением на ранних стадиях и высокой стоимостью лечения при его прогрессировании. Переход к ранней неинвазивной диагностике способен значительно повысить показатели выживаемости пациентов и снизить нагрузку на систему здравоохранения. Применение метаболомного подхода к анализу мочи открывает возможности для идентификации специфических наборов метаболитов, характерных для конкретных стадий заболевания. Однако, несмотря на обилие предложенных в литературе потенциальных маркеров, их внедрение в клиническую практику сдерживается высокой преаналитической вариабельностью и отсутствием единых стандартов подготовки биообразцов.
Сложность химического состава мочи и широкий диапазон концентраций нутриентов и метаболитов требуют тщательного подбора условий экстракции. Традиционные подходы варьируются от простого разбавления до жидкостно-жидкостной (ЖЖЭ) или твердофазной экстракции (ТФЭ), причем выбор растворителей (метанол, ацетонитрил, хлороформ) и их соотношений критически влияет на итоговый профиль метаболитов. 
Отсутствие стандартизированных протоколов преаналитического этапа и выраженные матричные эффекты мочи даже при высокой чувствительности масс-спектрометрии препятствуют валидации потенциальных диагностических панелей. В данной работе предложен системный переход от однофакторной оптимизации к многофакторному планированию эксперимента (Design of Experiments, DoE) для создания оптимального протокола подготовки проб с получением наиболее информативных метаболомных профилей пациентов.
Методология исследования базировалась на двухстадийном подходе: использовании определяющего скринингового дизайна эксперимента (ОСДЭ, Definitive Screening Design) для выявления ключевых факторов, влияющих на эффективность экстракции среди девяти переменных и последующем полнофакторном эксперименте для поиска оптимальных условий. Оценка проводилась на основании трех критериев: учет общего количества детектируемых признаков, число достоверно идентифицированных метаболитов, а также количественный отклик десяти приоритетных биомаркеров РМП, включая интермедиаты кинуренинового пути и карнитины.
Установлено, что осаждение белков метанолом в соотношении 2:1 с последующим концентрированием пробы обеспечивает оптимальный баланс между числом детектируемых метаболитов и минимизацией матричных эффектов. Апробация методики на представительной клинической выборке (n=50), сформированной с учетом пола и возраста пациентов, подтвердила высокую стабильность аналитической системы: на графиках метода главных компонент (PCA) образцы контроля качества (QC) образуют плотный кластер.
Выявленные метаболические сдвиги у пациентов с РМП свидетельствуют о глубоких нарушениях обмена триптофана, изменении состава мембранных липидов, указывающих на повышенную активность опухолевой ткани. Разработанный подход является универсальным к созданию воспроизводимых методик неинвазивной диагностики в онкоурологии, позволяя свести к минимуму влияние преаналитических факторов на результаты ненаправленного профилирования.
