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Резюме. При анализе 58 образцов стимулированного костного мозга (39 онкологических больных и 19 здоровых доноров), 
полученного для трансплантации онкологическим больным, и сопоставлении основных показателей с исторической нормой 
и  13 образцами костного мозга больных контрольной группы (мастопатия) выявлен ряд особенностей стимулированного 
костного мозга. Показано достоверное увеличение количества бластных клеток костного мозга у онкологических больных 
в сравнении с донорами и группой контроля (р<0,037). В образцах стимулированного костного мозга (онкологические боль-
ные и доноры) выявлен более высокий индекс созревания нейтрофилов (р<0,001) и снижение процента зрелых лимфоцитов 
(p<0,008) в сравнении с контрольной группой. Среди лимфоцитарных популяций под влиянием ГКСФ как у онкологических 
больных, так и у доноров отмечено нарастание суммарного числа зрелых CD3+ Т-клеток и CD8+ Т-киллеров (p<0,0001), а также 
снижение количества субпопуляций NK-клеток CD56+CD3– и / или CD16+CD3– (р<0,006) в сравнении с группой контроля.
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Введение

Высокодозная химиотерапия с  поддержкой кроветво-
рения аутологичными кроветворными клетками, равно 
как  и  аллогенная трансплантация кроветворных клеток, 
является терапией выбора для многих онкогематологиче-
ских больных [1, 2, 3].

В  качестве терапии поддержки наиболее широко ис-
пользуются мобилизованные клетки периферической 
крови (ПК), поскольку они обеспечивают более быстрое 
восстановление функций кроветворения и  иммунной  
системы [4]. Вместе с тем все чаще в клинической прак-
тике в  качестве поддержки используется сочетанная 
трансплантация аутологичных мобилизованных клеток 
ПК и  аутологичного костного мозга или  только клетки  
аутологичного костного мозга после предварительной 
стимуляции цитокинами.

В  случае аллогенной трансплантации предпочтение 
отдается костному мозгу — в  первую очередь из-за  
более низкого (в 4–10 раз) содержания зрелых Т-клеток, 
опосредующих развитие реакции «трансплантат про-
тив хозяина» (РТПХ) [5–9]. Вместе с тем определенное  
соотношение субпопуляций лимфоцитов транспланти-
руемой кроветворной ткани чрезвычайно важно, по-
скольку роль субпопуляций неоднозначна. Донорские 
Т-клетки, как указано выше, определяют развитие РТПХ, 
но  важны для  полноценного восстановления функций 
иммунной системы реципиента, и, что  принципиаль-

но, отдельные их  субпопуляции опосредуют развитие  
реакции «трансплантат против опухоли» [10–12]. Дан-
ный эффект подтвержден в  отношении CD8+ Т-клеток 
памяти [13].

Среди особенностей субпопуляционного состава сти-
мулированного костного мозга описано преобладание 
минорной субпопуляции Т-регуляторных клеток с протек-
торными свойствами в отношении пост-трансплантацион-
ной РТПХ [14, 15], несмотря на то, что большая часть кле-
ток данной субпопуляции, напротив, опосредует развитие 
РТПХ в случае аллогенной трансплантации мобилизован-
ных ПК [16].

Таким образом, костный мозг с иммунологической точ-
ки зрения является более привлекательным как для ауто-,  
так и  в  качестве алло-трансплантата у  онкологических 
больных. Учитывая высокую клиническую востребован-
ность клеток стимулированного костного мозга в качестве 
трансплантата и  неоднозначную роль отдельных субпо-
пуляций лимфоцитов при этом, актуальным является де-
тальное изучение особенностей стимулированного кост-
ного мозга.

Цель

Целью данного исследования стал детальный анализ 
морфологических и  иммунологических (субпопуляцион-
ный состав лимфоцитов) показателей стимулированного 
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гранулоцитарным ростовым колониестимулирующим 
фактором (Г-КСФ) костного мозга онкологических боль-
ных и доноров и сопоставление показателей образцов сти-
мулированного костного мозга с нормой.

Материалы и методы

Проанализировано 39 образцов стимулированного кост
ного мозга, полученных для аутологичной трансплантации 
у 39 онкогематологических больных взрослого возраста, 
и 19 образцов костного мозга, полученных на фоне стиму-
ляции Г-КСФ (гранулоцитраный колониестимулирующий 
фактор) у 19 здоровых взрослых доноров для трансплан-
тации взрослым онкогематологическим больным.

В  группе онкологических больных было 22 женщины 
и 17 мужчин. Средний возраст больных – 36 лет при ме-
диане 33 года (от 18 до 57 лет). Большинство составили 
пациенты с лимфомой Ходжкина – 21 человек, 11 боль-
ных  – с  ОМЛ (острый миелоидный лейкоз), два – с  не-
ходжкинскими лимфомами высокой степени злокаче-
ственности и один – с острым лимфобластным лейкозом 
(В-линейный иммуноподвариант).

Группу доноров костного мозга составили 9 мужчин 
и  10 женщин, средний возраст 40  лет, медиана 37  лет 
(от 18 лет до 61 года).

Как  аутологичный, так и  аллогенный костный мозг 
получен на  фоне предшествующей стимуляции кро
ветворения Г-КСФ. У  доноров Г-КСФ применяли в  те-
чение трех суток до  эксфузии костного мозга в  дозе 
10  мкг / кг в  сутки. У  онкологических больных стимуля-
ция проводилась в стабильной фазе кроветворения, доза  
Г-КСФ и  режим стимуляции были такими  же, как  
у доноров.

В качестве группы сравнения проанализированы 13 об-
разцов аспиратов костного мозга женщин, у которых диа-
гноз рака молочной железы был исключен.

Образцы стимулированного и  аутологичного, и  алло-
генного костного мозга получены в условиях операцион-
ной в  начале процедуры эксфузии (первый вкол), объем 
образца не превышал 1 мл.

Каждый образец костного мозга охарактеризован мор-
фологически и иммунологически, исследования проведе-
ны из  одной пробирки – мазки и  клетки для  иммуноло-
гического исследования приготовлены непосредственно 
в лаборатории.

Клеточность образцов подсчитывалась на гематологи-
ческом анализаторе Micros 60.

Субпопуляционный состав лимфоцитов и  количество 
клеток-предшественников оценено иммунологически 
(многоцветная, 3–6‑цветная проточная цитометрия) с ис-
пользованием прямых коньюгатов моноклональных анти-
тел к  антигену клеток-предшественников CD34, а  также 
к  основным антигенам Т-клеток, В-клеток и  NK-клеток 
(клон и  метки указаны в  табл. 1). Подсчет субпопуляций 
лимфоцитов осуществлялся в  пределах лимфоцитов – 
лимфоцитарном гейте (рис. 1).

Таблица 1. Характеристика моноклональных антител

Антиген Клон антител Флуоресцентная метка

CD34 8G12 Фикоэритрин (PE) 

CD45 HI30 PЕ-Сy5 (фикоэритрин-цианин 5), 
ECD (фикоэритрирн-тексас ред), 
V-450

CD3 UCHT1
SK7

PЕ-Сy5 (фикоэритрин-цианин 5)
APC (алофикоцианин) 

CD4 SK3 FITC (флуоренсцеин)
PЕ-Сy5 (фикоэритрин-цианин 5) 

CD8 SK1 PE (фикоэритрин)
FITC (флуоресцеин) 

CD56 MY31 Фикоэритрин (PE) 

CD16 3G8
NKP15

Фикоэритрин (PE)
FITC (флуоресцеин) 

CD19 SJ25C1 Фикоэритрин (PE)
FITC (флуоресцеин) 

 

Рисунок 1. Пример оценки субпопуляций лимфоцитов стимулированного аутологичного костного мозга (6‑цветная проточная 
цитометрия). Цитограмма А – гейт лимфоцитов CD45+ (выделены синим). Цитограммы Б, В демонстрируют субпопуляционный 
состав лимфоцитов: Б – процент В-клеток составил 10,83% от лимфоцитов (ось ординат, левый верхний квадрант), 
Т-лимфоцитов (CD3 %) – 62,9 % (ось абсцисс); В – пропорция Т-хелперов CD4+ – 23,4 % (ось ординат левый верхний квадрант), 
пропорция Т-киллеров CD8+ – 39,7 % (ось абсцисс, правый нижний квадрант)
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Уровни неспецифического связывания определялись 
на  основании изотипических контролей – мышиных  
иммуноглобулинов с  соответствующей флуоресцент-
ной меткой.

Статистическая обработка данных проведена с исполь-
зованием программы SPSS 17.0.

Результаты

В  41,0 % образцов онкологических больных (16 из  39) 
и в 26,3 % образцов доноров (5 из 19) костный мозг был 
гиперклеточным. Один из  образцов костного мозга, по-
лученный у  62-летнего донора, был гипоклеточным 
21,0×103  в  мкл. В  остальных случаях костный мозг был 
нормоклеточным.

Характеристика морфологического состава образцов 
представлена в табл. 2.

Количество бластных клеток в  образцах доноров со-
ставило 1,3±0,16 % (от 0,2 до 3,2 %) и 2,6±0,48 % (от 0,2  

до 15,8 %) – в  образцах больных. Более 0,6 % бластных 
клеток выявлено в  79,4 % образцов (31 из  39) костного 
мозга онкологических больных и в 84,2 % (16 из 19) до-
норских образцов. У двух больных ОМЛ количество бла-
стов превысило 10,0 %.

В большинстве случаев и у больных (53,8 %, 21 из 39), 
и в донорских образцах костного мозга (78,9 %, 15 из 19) 
гранулоцитарный росток был расширен за счет промиело-
цитов и миелоцитов. Индекс созревания нейтрофилов был 
выше верхней границы (0,9) в 23 из 39 образцов костного 
мозга онкологических больных (58,9 %) и в 8 из 19 (42,1 %) 
образцов доноров. В  15,0 % образцов больных (6 из  39) 
и образцов доноров (3 из 19) индекс созревания нейтро-
филов составил менее 0,5. Необходимо отметить, что ме-
гакариоциты выявлены во всех образцах.

Количество лимфоцитов и красный росток в образцах 
костного мозга доноров были близки к  нормальным по-
казателям. В  69 % образцов стимулированного костного 
мозга (27 из 39) онкологических больных количество лим-
фоцитов было меньше нижней границы нормы, сужение 

 

Таблица 2. Морфологическая характеристика образцов костного мозга

Показатель

Аутологичный  
костный мозг  

(онкологические 
больные) 

Аллогенный  
костный мозг 

(доноры) 
P1 Контроль Р2 / P3

Клеточность среднее 194,3±19,0 158,3±19,7 0,1 клеточный

медиана 180,0 139,0

разброс 40,0–466,0 21,0–315,0

Бласты (%) среднее 2,67±0,46 1,39±0,17 0,012 0,95±0,15 0,037 / 
0,06

медиана 2,1 1,4 1,0

разброс 0,2–15,8 0,2–3,2 0,0–0,2

Сумма клеток гра-
нулоцитарного
ряда (%) 

среднее 67,7±2,4 71,2±2,1 0,2 66,3±3,29 0,7 / 
0,2

медиана 68,3 71,1 65,8

разброс 24,2–93,0 54,2–88,2 34,2–83,2

Индекс созревания
нейтрофилов

среднее 1,25±0,12 0,84±0,13 0,026 0,34±0,04 < 0,0001 / 
0,001

медиана 1,15 0,75 0,4

разброс 0,1–3,0 0,1–2,3 0,1–0,5

Моноциты (%) среднее 2,7±0,29 2,6±0,32 0,8 3,3±0,47 0,3

медиана 2,4 2,5 3,0

разброс 0,0–6,4 0,2–6,0 0,8–6,8

Лимфоциты (%) среднее 5,5±0,54 7,7±0,69 0,017 11,2±1,1 0,0001 / 
0,008

медиана 4,7 8,1 11,6

разброс 1,2–18,0 2,2–14,4 5,8–17,8

Сумма клеток
красного
ряда

среднее 21,1±1,89 16,3±1,92 0,1 15,5±1,97 0,1 / 
0,7

медиана 21,2 15,0 16,0

разброс 1,6–49,0 3,2–34,2 0,6–26,1

Лейко-эритроидное
соотношение

среднее 7,34±1,86 6,8±1,69 0,8 4,82±0,83 0,4

медиана 3,2 5,05 4,1

разброс 0,5–56,8 0,5–27,0 2,3–13,0

P1 – достоверность различий при сопоставлении показателей аутологичных и аллогенных образцов
P2 – достоверность различий при сопоставлении показателей аутологичных образцов и контроля
P3 – достоверность различий при сопоставлении показателей аллогенных образцов и контроля
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красного ростка (менее 14,0 % клеток красного ряда сум-
марно) демонстрировали 25,6 % (10 из 39) образцов.

Сопоставление морфологического состава костно-
го мозга показало достоверно более высокий бластоз 
(р=0,012 и р=0,037) и более низкую пропорцию лимфо-
цитов (р=0,017 и  р<0,0001) в  образцах костного мозга 
больных в  сравнении как  с  донорским костным мозгом, 
так и  с  контрольной группой. Достоверно выше у  онко-
логических больных был индекс созревания нейтрофилов 
в сопоставлении с донорским стимулированным костным 
мозгом и группой контроля (р=0,026 и р<0,0001 соответ-
ственно).

Сопоставление показателей миелограмм стимули-
рованного костного мозга больных ЛХ (20 образцов) 
и  ОМЛ (15  образцов) показало достоверное преобла-
дание среднего количества клеток гранулоцитарного 
ростка (73,5±2,33 % против 60,0±4,5 %, р=0,008) и  бо-
лее высокую клеточность (255,4±28,0 кл / мкл против 
125,2±19,3  кл / мкл, р=0,001) в  образцах группы ЛХ. 
Группа образцов костного мозга больных ОМЛ в  срав-
нении с ЛХ демонстрировала достоверно более высокое 
содержание лимфоцитов (7,2±0,9 % против 4,4±0,58 %, 
р=0,012) и  клеток красного ряда (25,7±3,65 % против 
17,0±1,9 %, р=0,03).

Среди лимфоцитов стимулированного костного мозга 
(в случае и  онкологических больных, и  доноров) преоб-
ладали зрелые Т-клетки (CD3+), и большинство среди них 
составляли Т-киллеры CD8+ (табл. 3).

Сопоставление иммунологических характеристик кле-
ток костного мозга показало недостоверное преобладание 
количества CD34+ клеток-предшественников в  образцах 
онкологических больных в сравнении с донорскими. Наи-
большее количество CD34+ клеток – 10,9 % – выявлено 
в случаях ОМЛ, при этом у онкологических больных число 
CD34+ клеток было прямо пропорционально числу бла-
стов (р<0,0001), в  донорской группе данная корреляция 
отсутствовала.

Образцы стимулированного костного мозга онко-
логических больных характеризовались достоверным 
преобладанием относительного количества (%) CD3 
лимфоцитов (р=0,04), Т-киллеров CD8+ (р<0,0001) и, со-
ответственно, более низким иммуно-регуляторным ин-
дексом (р<0,0001) в сравнении с донорскими.

В  образцах стимулированного костного мозга онко-
логических больных выявлена обратная взаимосвязь 
иммуно-регуляторного индекса и  индекса созревания 
нейтрофилов (R= –0,363, p=0,027), данная корреляция 
в образцах донорской группы была недостоверной.

При  сравнении показателей образцов костного мозга 
больных группы ЛХ и  ОМЛ в  отношении субпопуляци-
онного состава лимфоцитов установлено достоверное 
преобладание количества CD3+ лимфоцитов (82,9±3,3 % 
и  68,3±4,5 %, р=0,021) и  CD4 лейкоцитов (2,14±0,2 % 
и 1,02±0,16 %, р=0,001) в группе ОМЛ.

Образцы стимулированного костного мозга, получен-
ные у  больных ЛХ, характеризовались достоверно бо-
лее высоким содержанием NK-клеток CD56+ (5,6±0,5 % 
и 3,5±0,5 %, р=0,05) и более высокой пропорцией CD19+ 
В-лимфоцитов (26,4±5,9 % и 8,1±2,9 %, р=0,01) в сравне-
нии с группой ОМЛ.

Сопоставление иммунологических показателей об-
разцов стимулированного костного мозга (как  онколо-
гических больных, так и  доноров) с  контрольной груп-
пой показало достоверно более высокую пропорцию 
Т-киллеров и  самый низкий иммуно-регуляторный ин-
декс в  образцах онкологических больных в  сравнении 
с группой контроля (р=0,0001). Среди лимфоцитов сти-
мулированного костного мозга и  онкологических боль-
ных, и  доноров выявлена достоверно более высокая 
пропорция субпопуляций NK-клеток – как  CD16+, так  
и CD56+ (р<0,06 и p<0,004 соответственно), в сопостав-
лении с контрольной группой.

Обсуждение

В исследовании сопоставлен морфологический состав 
стимулированного костного мозга онкологических боль-
ных и доноров, который был получен для трансплантации 
онкологическим больным, с показателями образцов кон-
трольной группы (пациенты без  онкологической патоло-
гии и без стимуляции гемопоэза).

Проанализированы особенности субпопуляционно-
го состава лимфоцитов (Т-клетки, хелперы, супрессоры. 
В-клетки CD19+, NK-клетки CD16, CD56) стимулирован-
ного костного мозга в сопоставлении с контрольной груп-
пой без стимуляции.

С точки зрения морфологического состава, стимуляция 
Г-КСФ в первую очередь отражается на увеличении про-
порции бластов в костном мозге как в сравнении с истори-
ческой нормой [17], так и в сопоставлении с собственной 
контрольной группой.

Под  влиянием Г-КСФ отмечено омоложение грануло-
цитарного ростка за  счет промиелоцитов и  миелоцитов, 
что  находит отражение в  изменении индекса созревания 
нейтрофилов. В то время как суммарное количество кле-
ток гранулоцитарного ростка незначительно превышает 
историческую норму и не отличается от показателей соб-
ственной контрольной группы.

С иммунологической точки зрения влияние Г-КСФ про-
является в увеличении количества (% лимфоцитов) зрелых 
CD3+ Т-клеток в сравнении с группой контроля. Увеличе-
ние суммарного количества Т-клеток важно c точки зре-
ния вероятности развития РТПХ. Данный аспект может 
сыграть и  положительную роль в  отношении развития  
реакции «трансплантат против болезни» [5, 10–12, 14].

Важно, что среди лимфоцитов стимулированного кост-
ного мозга (в случае и онкологических больных, и доноров) 
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Таблица 3. Иммунологические характеристики образцов костного мозга

Показатель
Аутологичный  
костный мозг
(39 образцов) 

Аллогенный 
костный мозг  
(19 образцов) 

Контроль Р1 P2 / P3

Клетки-предшественники
CD34+  
(% от ЯСК костного мозга) 

среднее 1,28±0,27 0,88±0,11 нд 0,1 нд

медиана 0,92 0,73

разброс 0,18–10,92 0,32–2,45

CD3  
(% лимфоцитов) 

среднее 74,3±2,9 65,1±2,3 57,3±3,7 0,047 0,08 / 
0,7

медиана 78,1 66,7 56,8

разброс 29,3–94,6 32,0–75,3 35,0–72,6

CD3
(% миелокариоцитов) 

среднее 3,97±0,38 5,17±0,51 Нд 0,07 нд

медиана 3,1 4,76

разброс 1,12–10,4 1,43–10,8

CD4  
(% лимфоцитов) 

среднее 27,2±1,66 31,7±1,8 26,3±3,1 0,07 0,8 / 
0,11

медиана 25,7 33,3 25,8

разброс 8,9–46,6 11,0–43,9 13,8–46,7

CD4
(% миелокариоцитов) 

среднее 1,44±0,16 2,38±0,25 нд 0,003 нд

медиана 1,12 2,18

разброс 0,48–4,8 0,87–4,9

CD8 (% лимфоцитов) среднее 46,4±1,9 32,4±1,6 30,8±2,1 <0,0001 <0,0001 / 
0,5

медиана 46,2 30,8 31,7

разброс 16,9–74,9 21,8–49,4 22,0–41,0

CD8
(% миелокариоцитов) 

среднее 2,49±0,23 2,57±0,25 нд 0,8 нд

медиана 1,95 2,29

разброс 0,51–6,28 0,63–5,1

иммуно-регуляторный индекс 
(CD4 / CD8) 

среднее 0,59±0,03 1,02±0,08 0,9±0,14 0,0001 0,004 / 
0,48

медиана 0,55 0,96 0,76

разброс 0,21–1,21 0,46–1,86 0,39–1,94

CD16+ CD3–

(% лимфоцитов) 
среднее 6,77±0,69 6,26±0,94 12,9±2,47 0,6 0,002 / 

0,006
медиана 6,35 5,6 12,7

разброс 0,2–16,5 0,9–15,7 2,7–24,7

CD16+ CD3–

(% миелокариоцитов) 
среднее 0,38±0,05 0,44±0,07 нд 0,55 нд

медиана 0,34 0,4

разброс 0,01–1,29 0,08–1,35

CD56+ CD3–

(% лимфоцитов) 
среднее 4,74±0,51 6,7±1,0 14,1±2,4 0,09 <0,0001 / 

0,004
медиана 4,3 5,6 13,9

разброс 0,6–11,8 0,9–15,7 4,0–27,0

CD56+ CD3–

(% миелокариоцитов) 
среднее 0,26±0,03 0,48±0,08 нд 0,01 нд

медиана 0,21 0,41

разброс 0,01–0,84 0,09–1,35

CD19  
(% лимфоцитов) 

среднее 17,3±3,65 21,47±2,44 19,9±2,65 0,4 0,5 / 
0,9

медиана 6,9 17,2 21,5

разброс 0,1–71,0 12,4–49,0 8,5–31,0

CD19
(% миелокариоцитов) 

среднее 1,16±0,3 1,64±0,25 нд 0,2 нд

медиана 0,32 1,48

разброс 0,01–7,0 0,38–4,5

P1 – достоверность различий при сопоставлении показателей аутологичных и аллогенных образцов
P2 – достоверность различий при сопоставлении показателей аутологичных образцов и контроля
P3 – достоверность различий при сопоставлении показателей аллогенных образцов и контроля
нд – не определялось
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выявлено достоверно более высокое содержание CD8+ 
субпопуляций лимфоцитов, поскольку данные клетки мо-
гут быть протекторами РТПХ [13].

Влияние Г-КСФ проявилось и  в  отношении субпопу-
ляций NK-клеток (CD3‑CD16+ CD3‑CD56+ лимфоциты), 
количество которых было достоверно более низким в об-
разцах стимулированного костного мозга. Доза транс-
плантируемых NK-клеток, по  данным литературы, нахо-
дится в  обратной корреляции с  вероятностью развития 
хронической РТПХ, но в прямой корреляции со скоростью 
восстановления нейтрофилов и  вероятностью развития 
вирусных инфекций в  пост-трансплантационный период 
[18–20].

Необходимо отметить, что, наряду с увеличением про-
порции зрелых Т-клеток в  стимулированных образцах, 
количество лимфоцитов в  большинстве случаев невысо-

ко и достоверно ниже данного показателя образцов кон-
трольной группы.

Таким образом, в ходе исследования установлены до-
стоверные отличия морфологического и  иммунологи-
ческого (субпопуляции лимфоцитов) состава костного 
мозга, стимулированного Г-КСФ, а  именно: увеличение 
количества бластных клеток, омоложение гранулоцитар-
ного ростка за счет промиелоцитов и миелоцитов, повы-
шение содержания среди клеток эритроидного ростка 
более зрелых форм эритробластов и снижение процента 
зрелых лимфоцитов как  у  онкологических больных, так 
в донорских образцах. Среди лимфоцитарных популяций 
под влиянием ГКСФ и у доноров, и у онкологических боль-
ных отмечено преобладание суммарного числа зрелых 
CD3+ Т-клеток и CD8+ Т-киллеров и снижение количества 
субпопуляций NK-клеток CD56+CD3– и / или CD16+CD3 – .
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Abstract: 58 samples of stimulated bone marrow (39 – oncology patients, 19 healthy donors) obtained for transplantation  
in cancer patients were analysed and compared to control group (13 bone marrow samples from women with mastopathies).  
It was noted the significant increase of blast cells in cancer patients compared to donors and control group (p<0.037). Neutrophyl 
maturation index was higher in stimulated bone marrow (p<0.001) and decrease of lymphocyte percentage (p<0.008) compared  
to control group: elevation of CD3+ and CD8+ lymphocytes (p<0.0001) as well as decrease of NK-cells (CD56+CD3- and /  
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