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Tytul pracy: ,,Ocena wplywu wybranych dietetycznychczynnikéw immunomodulujacych
na nabywanie tolerancji u dzieci z alergia na biatka mleka krowiego do 2
roku zycia.”

WSTEP

Pierwsza manifestacjg choréb alergicznych jest zazwyczaj alergia na pokarmy (AP), ktérg

okresla si¢ jako defekt nabywania naturalnej tolerancji na alergeny pokarmowe. Kluczow3 jej

postacig jest alergia na biatka mleka krowiego (ABMK), ktorej czgstos¢ w wieku niemowlgcym
wynosi 0,3 - 7,5%. Oprocz szerokiego rozpowszechnienia, badania wskazujg na wzrost
czestosci jej wystepowania. Jednoczesnie ABMK stanowi istotny czynnik ryzyka rozwoju
alergii na inne alergeny pokarmowe, jak rowniez wziewne oraz zwi¢ksza ryzyko ujawnienia
si¢ astmy w pOzniejszym okresie zycia. Jest waznym czynnikiem anafilaksji. Poznanie
czynnikow, majacych wptyw na rozwoéj choroby, jak rOéwniez na jej ustgpowanie, czyli
nabywanie naturalnej tolerancji pokarmowej stanowig wyzwanie wspodtczesnej medycyny.

Cho¢ mechanizmy rozwoju tolerancji nie sg dokladnie znane, to wiadomo, ze na jej

patomechanizm maja wplyw zarOwno czynniki genetyczne, epigenetyczne, jak 1

srodowiskowe. Narastajacy trend wystgpowania choréb alergicznych, jak rowniez wydtuzanie

si¢ czasu nabywania doustnej tolerancji wskazuja, iz otaczajace nas czynniki srodowiskowe nie
sg optymalne dla rozwoju tolerancji i wskazujg na priorytetowe znaczenie badan w tym

zakresie.

CEL

Celem pracy byla ocena wybranych czynnikow okotoporodowych oraz §rodowiskowych na
wystepowanie i przebieg kliniczny ABMK oraz na nabywanie tolerancji doustnej u dzieci do 2
roku zycia. Celami dodatkowymi byty: analiza fenotyp6w nabywania tolerancji u dzieci z
ABMK, ocena zwigzku tolerancji doustnej z ekspresja genu FOXP3, st¢zeniem witaminy C i

witaminy D w surowicy krwi oraz dietg matki w czasie cigzy.

MATERIAL I METODA
Przeprowadzone badanie (publikacja III i IV) byto badaniem prospektywnym, dwuetapowym.
W 1 etapie badania wytoniono 138 dzieci z ABMK, ktére stanowity grupe badang i 101

zdrowych niemowlat bez uczulenia i1 objawdOw alergii, stanowigcych grupe kontrolna.



Kryteriami wtaczenia do badania byt wiek dziecka do 7 miesigca zycia, ABMK potwierdzona
proba eliminacji i otwartg proba doustnej prowokacji. Kryteriami wykluczajacymi byty:
nietolerancja laktozy, inne wspotistniejgce zaburzenia, ktére mogly znaczaco wplynaé na
wynik badania. Na tym etapie ws$rdd rodzicow/opiekunéw prawnych dzieci zostato
przeprowadzone badanie kwestionariuszowe obejmujace pytania dotyczace czynnikOw
osobniczych ze strony dziecka, jego rodzicow oraz czynnikéw Srodowiskowych, ktore
potencjalnie mogly wptywac na powstanie ABMK oraz pobierano krew celem oceny asIgE,
stezenia witaminy D3 25 (OH) i witaminy C oraz ekspresji FOXP3mRNA.

W 1II etapie badania, po 6 kolejnych miesigcach od pierwszego etapu, tj. przed ukonczeniem
drugiego roku zycia, u dzieci z ABMK oceniano nabycie tolerancji doustnej. W pierwszej
kolejnosci dzieci byly poddane prébie prowokacyjnej z produktami mleka po obrobce
termicznej. Jesli uzyskano ujemny wynik prowokacji, czyli dziecko wykazywato tolerancje na
alergeny mleka przetworzone termicznie, wykonywano standardowa prowokacje z
nieprzetworzonymi alergenami. W ten sposdb wytonilismy 3 podgrupy pacjentdéw: dzieci z
pelng tolerancjg alergendéw bialek mleka krowiego, dzieci z ,.czgSciowg” tolerancja, czyli
tolerujgce tylko mleko poddane obrdbce termicznej, ale nadal reagujagce na mleko
nieprzetworzone termicznie oraz dzieci z utrzymujacg si¢ ABMK, czyli dzieci z defektem
rozwoju tolerancji.

W badaniu, ktérego efektem jest publikacja V, do grupy badanej zakwalifikowano 51 par
matka-niemowle z ABMK, a do grupy kontrolnej 25 par matka-niemowle, w analogicznym
wieku, bez alergii. Analizy diety dotyczacej dziennego spozycia wybranych sktadnikoéw
odzywczych dokonywano retrospektywnie na podstawie 7 dniowego jadtospisu matki z III
trymestru cigzy oraz kwestionariusza ankiety wtasnej konstrukcji bazujacego na
zwalidowanym arkuszu FFQ (Food Frequency Questionnaire). Do opracowania jadlospisow

matek postuzono si¢ programem Dieta 5.D.

WYNIKI

ABMK wystepowata 3 razy cz¢sciej u dzieci z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku
alergii (aOR=3,89; 95%CI 2,11-7,17; p<0,001). Ryzyko wystgpienia ABMK u dziecka byto
prawie trzykrotnie wyzsze, jesli matka miata wyksztatcenie wyzsze (aOR=2,887; 95%CI 1,58-
5,25; p<0,001). Dzieci z ABMK byly karmione wytacznie piersia istotnie krocej (Me=2,00;
IQR=4,00) niz dzieci z grupy kontrolnej (Me=2,00; IQR=4,50; p=0,014). Ryzyko
wystepowania ABMK bylo 4 razy wigksze przy karmieniu sztucznym niz naturalnym

(OR=4,233; 95%CI 2,44-7,33; p<0,0001), a 3 razy nizsze wsrdd dzieci posiadajagcych w domu



zwierzeta (aOR=0,266; 95%CI 0,13-0,53; p<0,001). IgE-zaleznga ABMK rozpoznano u 29
(21%) dzieci, natomiast IgE-niezalezng u 109 (79%) dzieci. Potowa dzieci z ABMK IgE-
zalezng byta karmiona piersig przez okres 2 miesiecy (Me=0,00; IQR=2,00), a z IgE-niezalezng
przez okres 5 miesigcy (Me=2,00; IQR=5,00; p=0,02). Ryzyko wystgpienia ABMK IgE-
zaleznej w stosunku do IgE-niezaleznej byto 2 razy wigksze, gdy rodzina byta wielodzietna
(OR=2,299; 95%CI 1,00-5,27; p=0,04) i az 9 razy wigksze przy wystgpowaniu objawow
wielonarzagdowych (OR=9,219; 95%CI 1,19-71,01; p=0,011). Istotnie wyzsze ryzyko
wystgpienia ABMK IgE-zaleznej odnotowali§my u dzieci karmionych sztucznie (OR=21,225;
95%CI12,78-161,67; p=0,001), a 10 razy mniejsze u karmionych naturalnie (OR=0,05; 95% CI
0,01-0,45; p=0,004).

W 2 etapie badania,na podstawie przeprowadzonych doustnych prob prowokacyjnych
wykazano, ze 41 (29,7%) dzieci nabylo tolerancj¢ na biatka mleka krowiego, 43 (31,2%) dzieci
nabylo ,,czesciowq” tolerancje, a 54 (39,1%) nadal prezentowato objawy ABMK. Dzieci, ktére
»wyrosty” z ABMK lub osiagnety ,,czesciowg” tolerancj¢ prezentowaly pierwsze objawy
alergiczne zazwyczaj wczesniej (2,3%x1,5 m.z.) niz dzieci z przetrwala ABMK, u ktorych
pierwsze objawy najczesciej rozwijaly sie pozniej (4,1+£1,9 m.z.) (p=0,012). Szybsze osigganie
tolerancji na mleko dotyczylo takze dzieci, ktére miaty objawy jednonarzagdowe w poréwnaniu
do dzieci z objawami wielonarzagdowymi (p=0,009). Tylko 6 dzieci z ABMK IgE- zalezna
(11,5%) nabyto pelng tolerancje na mleko w 2 r.z. Wiekszos¢ dzieci z IgE-zalezng ABMK nie
nabyto tolerancji w 2 r.z., nawet tolerancji ,,cz¢sciowej”. Znaczgco wigcej dzieci z ABMK IgE-
niezalezng rozwingto tolerancje na nieprzetworzone mleko lub mleko poddane obrébce
termicznej niz dzieci z ABMK IgE-zalezna (p=0,001). Najnizsze stezenie asIgE wykazano u
dzieci, ktore tolerowaty mleko poddane obrébce termicznej, wyzsze u dzieci, ktore osiagnety
pelng tolerancje, a najwyzsze u dzieci nadal prezentujgcych objawy ABMK (p=0,01; p=0,04).
Sredni poziom ekspresji FOXP3mRNA w grupie badanej byt znacznie nizszy niz w grupie
kontrolnej (2,07+1,23 vs 2,98+1,52; p<0,001). Najnizszy poziom ekspresji FOXP3mRNA
wykazano u dzieci z utrzymujaca si¢ ABMK w drugim roku zycia; wyzszy u dzieci tolerujacych
mleko poddane obrébce termicznej, a najwyzszy u tych dzieci, ktére osiggnety peing tolerancije,
tj. ,,wyrosty” z alergii; wszystkie wartosci byly istotnie statystycznie nizsze niz wartosci
ekspresji FOXP3mRNA w grupie kontrolnej (1,50 vs 2,21 vs 2,70 vs 2,98; p<0,03; p<0,001;
p<0,001). Ekspresja FOXP3mRNA byla znaczaco wyzsza w grupie dzieci z ABMK IgE-
niezalezng w poréwnaniu do dzieci z ABMK IgE- zalezng (2,25+1,16 vs 1,79+1,29; p=0,03).
Nizsze stezenie asIgE byto zwigzane z wyzsza ekspresja FOXP3mRNA (p=—0,344; p=0,01).

Wartos¢ ekspresji FOXP3mRNA ponizej 1,45 u dzieci w 1 r.z. moze wskazywac¢ na ryzyko



utrzymywania si¢ ABMK w 2 r.z. Sredni poziom witaminy D w surowicy w grupie dzieci z
ABMK byt znaczaco nizszy niz w grupie kontrolnej (29,67+7,09 ng/ml vs 33,35+4,13 ng/ml;
p<0,001).

Srednie dzienne spozycie retinolu przez matki dzieci z ABMK byto istotnie nizsze niz w grupie
matek z grupy kontrolnej i wynosito odpowiednio 375.6 pg/d vs 543.7 ng/d (p=0,040). Z kolei
spozycie beta-karotenu w grupie badanej bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,009). Srednie stezenie witaminy C w diecie matek dzieci z alergia byto wyzsze
niz w diecie matek potomstwa bez alergii, ale nieistotnie (p>0,05). Spozycie btonnika
pokarmowego w obu grupach bylo poréwnywalne (p>0,05) i zgodne z rekomendowanymi
zaleceniami. Natomiast istotnie wigcej folianow spozywaly w cigzy kobiety dzieci z ABMK
598,8 pg/d vs 361,1 pg/d (p=0,001). W odniesieniu do rekomendacji podaz folianéw w grupie
matek dzieci bez alergii byla niedostateczna, natomiast prawidlowa w diecie matek dzieci z
alergia. Spozycie witaminy D w obu grupach bylo nizsze od zalecanych norm, przy czym
wartosci w grupie badanej byty istotnie nizsze w porOwnaniu do grupy kontrolnej, tj. 3,6 pg/d
vs 6,9 pg/d (p=0,038). Zawartos¢ LC-PUFA w diecie matek z grupy badanej bylo znacznie
ponizej zalecanej normy (45% wartos$ci rekomendowanych), ale u matek dzieci bez ABMK
wartosci LC-PUFA byly réwniez niewystarczajace, cho¢ stanowity juz 85% wartosci
zalecanych; 0,09 g/d vs 0,18 g/d odpowiednio (p=0,016). Matki dzieci bez alergii istotnie
czeSciej spozywaly ryby (n=12,48%), w poréwnaniu z grupg matek dzieci z alergia (n=9;

17,6%) (p=0,007).

WNIOSKI

Istnieje zwigzek miedzy wystgpowaniem chordb alergicznych w rodzinie, edukacja matki,
przebywaniem zwierzat w domu oraz dtugoscia karmienia piersig a rozwojem ABMK u dzieci
w pierwszym roku zycia. Na podstawie oceny poziomu ekspresji FOXP3mRNA mozna
przewidzie¢ szans¢ nabycia tolerancji w 2 r.z. u dzieci z ABMK. Dzieci z ABMK maja nizsze
stezenie witaminy D w surowicy krwi niz zdrowe dzieci. Dieta kobiety ci¢zarnej moze miec¢
wpltyw na rozw6j ABMK u jej potomka. Ocena czynnikéw ryzyka rozwoju ABMK/defektu

rozwoju tolerancji wymaga dalszych badan.



INTRODUCTION

The first manifestation of allergic diseases is usually food allergy (FA), which is defined as a
defect in the acquisition of natural tolerance to food allergens. It’s main form is cow's milk
allergy (CMA), which prevalence in infancy is 0.3 — 7.5%. Beside it’s widespread, researches
indicate it’s increased incidence. At the same time, CMA is an important risk factor for the
development of allergies to other food allergens, as well as inhaled ones and increases the risk
of asthma in later life. It’s an important factor in anaphylaxis. Understanding the factors, which
influence the development of the disease, as well as it’s disappearance, i.e. acquiring natural
food tolerance, is a challenge of modern medicine. Although the mechanisms of tolerance
development are not exactly known, it is known that its pathomechanism is indicated by both
genetic, epigenetic and environmental factors. The growing trend of the occurrence of allergic
diseases, as well as the extending in the time the oral tolerance’s acquirement indicate that the
environmental factors surrounding us are not optimal for the development of tolerance and

indicate the priority of research in this area.

OBJECTIVE

The aim of the study was to assess selected perinatal and environmental factors on the
occurrence and clinical course of CMA and on acquiring oral tolerance in children up to 2 years
old. Additional goals were: analysis of phenotypes of acquiring tolerance in children with
CMA, assessment of the relationship between oral tolerance and FOXP3 gene expression,

vitamin C and vitamin D concentration in blood serum and mother's diet during pregnancy.

MATERIAL AND METHOD

The study (publication III and IV) was a prospective two-step study. In the first stage of the
study, 138 children with CMA were selected, who constituted the study group and 101 healthy
infants without allergy and allergy symptoms, constituting the control group. The criteria
inclusion in the study were: the child’s age before 7 months, CMA confirmed by the elimination
diet and an open oral food challenge. Exclusion criteria were: lactose intolerance, other
disorders that could significantly affect the result of the study. At this stage, a questionnaire
survey was conducted among parents/legal guardians of children, including questions about
child’s individual factors, it’s parents and environmental factors that could potentially affect
the occurance of CMA and blood was collected to assess asIgE, vitamin D3 25 (OH) and
vitamin C and FOXP3mRNA expression.



In the second stage of the study, after 6 consecutive months from the first stage, i.e. before the
end of the second year of life, the acquisition of oral tolerance was assessed in children with
CMA. First, the children were provoked with heated milk products. If a negative challenge was
obtained, i.e. the child was tolerant to thermally processed milk allergens, then a standard
challenge with unprocessed allergens was performed. In this way, we have selected three
subgroups of patients: children with full tolerance to cow's milk, children with "partial"
tolerance, i.e. tolerating only heat-treated milk, but still reacting to thermally unprocessed milk,
and children with persistent CMA, i.e. children with defected development of tolerance. In the
study, the effect of which is publication number V, 51 mother-baby pairs with CMA were the
study group, and 25 mother-baby pairs at the same age, without allergies, were the one. Dietary
analysis of the daily intake of selected nutrients was made retrospectively on the basis of a 7-
day mother's menu from the third trimester of pregnancy and a questionnaire of own design
based on a validated FFQ (Food Frequency Questionnaire) sheet. The 5.D. Diet program was

used to develop mothers' menus.

RESULTS

CMA was 3 times more common in children with a positive family history of allergies
(aOR=3.89; 95%CI 2.11-7.17; p<0.001). The risk of child’s CMA was almost three times
higher if the mother had a university degree (aOR=2.887; 95%CI 1.58-5.25; p<0.001). Children
with CMA were only breastfed significantly shorter (Me=2.00; IQR=4.00) than children from
the control group (Me=2.00; IQR=4.50; p=0.014). The risk of CMA was 4 times higher when
child was artificially fed than naturally (OR=4.233; 95%CI 2.44-7.33; p<0.0001), and 3 times
lower among children having pets at home (aOR=0.266; 95%CI 0.13-0.53; p<0.001). IgE-
dependent CMA was diagnosed in 29 (21%) children, while IgE-independent in 109 (79%)
children. Half of children with IgE-dependent CMA were breastfed for 2 months (Me=0.00;
IQR=2.00), and with IgE-independent for 5 months (Me=2.00; IQR=5.00; p=0.02). The risk of
IgE-dependent CMA versus IgE-independent was 2 times higher when the family was large
(OR=2.299; 95%CI 1.00-5.27; p=0.04) and 9 times higher with multi-organ symptoms
(OR=9.219; 95%CI 1.19-71.01; p=0.011). A significantly higher risk of developing IgE-
dependent CMA was observed in artificially fed children (OR=21.225; 95%CI 2.78-161.67,
p=0.001), and 10 times lower, when naturally fed (OR=0.05; 95%CI 0.01-0.45; p=0.004).

In the second stage of the study, based on oral provocative trials, it was shown that 41 (29.7%)
children acquired tolerance to cow's milk, 43 (31.2%) children acquired "partial" tolerance, and

54 (39.1%) ) still presented CMA symptoms. Children, who "grew" from CMA or reached



"partial" tolerance presented usually earlier the first allergic symptoms (2.3+1.5 months of age)
than children with persistent CMA, in whom the first symptoms mostly developed later (4,1£1.9
months) (p=0.012). Faster milk tolerance also occurred in children who had single-organ
symptoms compared to children with multi-organ ones (p=0.009). Only 6 children with IgE-
dependent CMA (11.5%) acquired full milk tolerance at the age of 2 years. Most children with
IgE-dependent CMA did not acquire tolerance at 2 years of age, not even "partial" tolerance.
Significantly more children with IgE-independent CMA developed tolerance to unprocessed
milk or heated milk than children with IgE-independent CMA (p=0.001). The lowest asIgE
concentration was found in children who tolerated heat-treated milk, higher in children who
achieved full tolerance, and the highest in children still showing CMA symptoms (p=0.01;
p=0.04). The average level of FOXP3mRNA expression in the study group was significantly
lower than in the control group (2.07+1.23 vs 2.98+1.52, p<0.001). The lowest level of
FOXP3mRNA expression was found in children with persistent CMA in the second year of
life; higher in children who tolerated heat-treated milk, and the highest in those children who
have achieved full tolerance, ie "grew" from CMA; all values were statistically significantly
lower than the FOXP3mRNA expression values in the control group (1.50 vs 2.21 vs 2.70 vs
2.98; p<0.03; p<0.001; p<0.001). FOXP3mRNA expression was significantly higher in the
group of children with IgE-independent CMA compared to children with IgE-dependent CMA
(2.25 £ 1.16 vs 1.79 £ 1.29; p=0.03). Lower asIgE concentration was associated with higher
FOXP3mRNA expression (p=—0.344; p=0.01). FOXP3mRNA [xpr[[liollv[lullbl[low 1.45 il]
children at 1 year of age may indicate the risk of CMA persisting at 2 years of age The average
vitamin D serum level in the group of children with CMA was significantly lower than in the
control group (29.67+7.09 ng/ml vs 33.35+4.13 ng/ml, p<0.001). The average daily intake of
retinol by children with CMA’s mothers was significantly lower than among mothers from the
control group and was 375.6 pg/d vs 543.7 pg/d, respectively (p=0.040). In turn, beta-carotene
intake in the study group was significantly higher compared to the control group (p=0.009).
The average vitamin C concentration in the diet of children with allergies’ mothers was higher
than in the diet of offspring without allergies’ mothers, but not significantly (p>0.05). Dietary
fiber intake in both groups was comparable (p>0.05) and accordant to recommendations. In
contrast, significantly more folates were consumed by pregnant women of children with CMA
598.8 pg/d vs 361.1 pg/d (p=0.001). In relation to the recommendation, folate supply in the
mothers of children without allergies was insufficient, while the correct in the diet of children
with allergies’ mothers. Vitamin D intake in both groups was lower than the recommended

norms, while the values in the study group were significantly lower compared to the control



group, i.e. 3.6 pg/d vs 6.9 pg/d (p=0.038). The LC-PUFA content in the study group mother’s
diet was significantly below the recommended norm (45% of the recommended values), but
among mothers of children without CMA the LC-PUFA values were also insufficient, although
they already constituted 85% of the recommended values; 0.09 g/d vs 0.18 g/d, respectively
(p=0.016). Mothers of children without allergies significantly more often ate fish (n=12.48%)
compared to mothers of children with allergies (n=9; 17.6%) (p=0.007).

CONCLUSIONS

There is a relationship between the occurrence of allergic diseases in the family, mother's
education, the presence of animals at home and the length of breastfeeding, and the
development of CMA in children in the first year of life. Based on the assessment of the
expression level of FOXP3mRNA, one can predict the chance of acquiring tolerance at 2 years
of age. in children with CMA. Children with CMA have lower vitamin D serum levels than
healthy children. The diet of a pregnant woman can affect the development of CMA in her
offspring. Assessment of risk factors for CMA development / tolerance acquisition’s defect

requires further study.



