Recenzja pracy doktorskiej lek. med. Izabeli Sardeckiej - Milewskiej pt. ,,Ocena wplywu
wybranych dietetycznych czynnikéw immunomodulujacych na nabywanie tolerancji u
dzieci z alergia na biatka mleka krowiego do 2 roku zycia”.

Opinie wydano na podstawie uchwaty Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w todzi oraz pisma Prodziekana ds. Nauki - prof. dr hab. n. med. Agnieszki Wierzbowskiej, z
dn. 30.09. 2019 .

Choroby alergiczne stanowig aktualny i istotnie narastajgcy problem zdrowotny populacji
ludzkiej na catym $wiecie, notowany od ostatnich 4 dekad. Alergiczny problem zdrowotny
dotyczy, w zréznicowanie odsetku (30,0% do 40,0%), ludnosci zamieszkujacej kraje o
wysokim standardzie ekonomicznym, stopniu uprzemystowienia i statusie higienicznym.
Choroby alergiczne nie omijaja populacji wieku rozwojowego, a czestos¢ wystepowania
pierwszej manifestacji klinicznej alergii, czyli alergii pokarmowej szacuje si¢ w tych krajach na
6-8%. U niemowlat i matych dzieci (do 3 roku zycia), alergia pokarmowa jest powigzana
etiopatogenetycznie ze stanem nadwrazliwosci organizmu na najczesciej spozywane
pokarmy (zrédto alergendw), jakim sg biatka: mleka krowiego, jaja kurzego, ziarna pszenicy,
soi i inne. Alergie na biatka mleka krowiego rozpoznaje sig zarowno u niemow/lat karmionych
naturalnie {od 0,5-1,0%), jak i sztucznie lub w sposdb mieszany, a czgstosc jej wystgpowania
ocenia sie na 2-3% w pierwszych 3 latach zycia.

Od co najmniej 20 - 30 lat, u pacjentéw z alergia pokarmowa (w tym z alergia na biatka mleka
krowiego), diagnozowanych i leczonych w réznych osrodkach klinicznych swiata, a takzeiw
Polsce, dostrzega sie cztery istotne problemy, zwigzane z ta chorobg, czyli: wzrastajacy
odsetek chorych o ciezkim przebiegu klinicznym; narastajgcy odsetek chorych z przetrwaty
alergig (gtéwnie na biatka mleka krowiego), zwigzany z opéZnionym nabywaniem tolerancji
immunologicznej na pierwotnie szkodliwy alergen pokarmowy; pogarszanie sig, jakosci zycia
chorujacych dzieci i ich rodzin oraz wzrastajace koszty leczenia tej grupy chorych.
Podejmowanie badan, nawigzujacych do wymienionych probleméw oraz proby ich
wyjaéniania i rozwigzywania w wymiarze lokalnym i ogélnym, sg bardzo uzasadnione,

Takie oczekiwania spetnia przestana mi do oceny rozprawa doktorska autorstwa lek. med.
Izabeli Sardeckiej-Milewskiej pt. ,Ocena wptywu wybranych dietetycznych czynnikow
immunomodulujgcych na nabywanie tolerancji u dzieci z alergig na biatka mleka krowiego do
2 roku zycia”. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. med. Aneta Krogulska,
autorytet kliniczny i naukowy w zakresie problematyki alergii pokarmowe;j wieku
rozwojowego w naszym kraju.

1.0cena redakcyjna rozprawy doktorskiej.

Przedtozony mi do oceny egzemplarz rozprawy doktorskiej odbiega od klasycznego
redakcyjnego opracowania monograficznego. Rozprawa ta skfada sig, bowiem z cyklu 5 prac
(2 pogladowych i 3 oryginalnych), opublikowanych w czasopismach medycznych o zasiegu
miedzynarodowym. W czterech pracach (I-1V), doktorantka jest pierwszym autorem, w piatej
pracy (V) jest wspdtautorem.

W uktadzie redakcyjnym rozprawa doktorska zawiera nastepujace podrozdziaty:

1. Spis tresci oraz Wykaz skrétéw i symboli (str. 1-2).

2.Wykaz prac wchodzacych w sktad cyklu (str.3).

Wykaz zawiera nazwiska autordw, tytuty prac i nazwy czasopism (miejsce publikacji) oraz rok
publikacji)

3. Wstep (str. 4 - 10.



4. Cele pracy (str.11).

5. Omowienie wynikéw prac wchodzacych w sktad cyklu (str. 12 - 99).

Kazdg z pieciu poszczegdinych publikacji, zamieszczonych w formie kserokopii i wchodzgcych
w sktad rozprawy, poprzedza oddzielne omdwienie wynikow i odpowiedni komentarz,
dokonany przez doktorantke.

6. Wnioski (str, 100).

Rozdziat zawiera 11 wnioskéw, wyciggnietych przez doktorantke na podstawie wynikow
badan zamieszczonych w poszczegdinych publikacjach

7. Streszczenie (str.103-100).

Rozdziat zawiera streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim.

8. Abstrakt (str.105-109).

Rozdziat zawiera streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim.

9, Pismiennictwo. (str 109-115).

Rozdziat zawiera wykaz 94 publikacji medycznych w jezyku angielskim i polskim, cytowanych
przez autorke we Wstepie rozprawy doktorskiej.

Ponadto, kazda opublikowana praca zawiera wykaz pi$§miennictwo, wykorzystanego przez
autorow do przygotowania publikacji, stanowigcych przedmiot dysertacji doktorskiej.

10. Oswiadczenia wspotautorow (str. 116 -125).

Wspotautorzy ztozyli pisemne o$wiadczenia, zawarte w egzemplarzu rozprawy doktorskiej.
Oswiadczenia zawierajg informacje o udziale wspdtautora w odpowiednim badaniu, wkfadzie
osobistym w przygotowaniu prac do druku, a takze zgode na wykorzystanie tych publikacji
do redakcji niniejszej rozprawy doktorskiej.

11. Spis publikacji naukowych oraz bibliometryczna ocena dorobku naukowego doktorantki
(str. 126 - 129).

Wynosi ona w punktacji MNiSZW: 250 pkt. zbiorowo oraz 125 pkt. jako pierwszy autor.
Wspbtezynnik miedzynarodowego oddziatywania wynosi IF: 15.597 zbiorowo oraz 7.397 jako
pierwszy autor. Indeks cytowan w skali Hirscha wynosi 1.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska lek. med. Izabeli Sardeckiej-Milewskiej pt. ,,Ocena wptywu wybranych
dietetycznych czynnikéw immunomodulujgcych na nabywanie tolerancji u dzieci z alergiq
na biatka mleka krowiego do 2 roku zycia” jest zredagowana poprawnie i zawiera wszelkie
wymagane rozdzialy, zamieszczane w tego typu rozprawach naukowych.

2. Ocena merytoryczna pracy doktorskiej.

Wstep.

Doktorantka omawia aktualne problemy i trendy badawcze w Swiatowej i polskiej
alergologii, dokumentujac swoje rozwazania cytowaniem 94 pozycji pismiennictwa.
Niektdre z tych problemdw staty sie przedmiotem badan doktorantki, a wyniki badan zostaty
zamieszczone w publikacjach tworzacych niniejszag dysertacje doktorska.

Wyniki badan, prowadzonych przez doktorantke, zostaty zawarte w 5 publikacjach (3
oryginalnych oraz 2 pogladowych), sktadajgcych sie na recenzowang rozprawe doktorska.
Tematyka badawcza odpowiada na sformutowane przez doktorantke szczegétowe Cele
Pracy, zamieszczone na stronie 11 rozprawy.

W niniejszej recenzji zostaty one oméwione, jako osiggniecia badawcze doktorantki,
powigzane tematycznie z:

a) udziatem czynnika genetycznego oraz wybranych czynnikéw okotoporodowych i
srodowiskowych (w tym takze niektorych sktadnikéw dietetycznych spozywanych przez



kobiety w cigzy) w rozwoju alergii na biatka mleka krowiego (ABMK) oraz przebieg kliniczny
choroby u dzieci do 2 roku zycia;

b) badaniami nad procesem nabywania tolerancji u dzieci z alergig na biatka mleka krowiego,
z uwzglednieniem fenotypu choroby i wptywu wybranych immunomodulujacych czynnikéw
dietetycznych na ekspresje FOXP3mRNA, markera nabywania tolerancji immunologicznej.

3. Charakterystyka uzyskanych wynikow.

Ad a) z tematem tym wiazg sie publikacje oryginalne nr lil. i V.

Publikacja Ill. ,,Early risk factors for cow’s milk allergy in children in the first year of life” ,
zamieszczona w Allergy and Asthma Proceedings (2018r).

Uzyskane wyniki wnoszg cenne wartosci poznawcze dotyczgce czynnikow ryzyka,
odnoszonych do uwarunkowar i rozwoju alergii na biatka mleka krowiego u 138 niemowlat,
u ktérych rozpoznanie choroby alergicznej ustalono na podstawie doustnej proby eliminacji i
prowokacji mieszanka mleczng. Grupg kontrolng stanowito 101 niemowlat bez cech
uczulenia i alergii. Narzedziem badawczym do uzyskania danych od rodzicow/opiekunow
prawnych badanych niemowlat byt Kwestionariusz Ankiety. Wartos¢ wspotczynnika ryzyka
(OR) odzwierciedlata stopieri oddziatywania badanego czynnika na rozwoj ABMK w badanej
grupie niemowlat.

Analizujac wpltyw obcigzen rodzinnych na rozwéj ABMK, doktorantka potwierdzita
znaczenie wystepowania chordb alergicznych w rodzinie. W porownaniu do grupy
kontrolnej, ryzyko wystapienia ABMK byto dwukrotnie wigksze, jesli choroba alergiczna
wystepowata u rodzenstwa, a czterokrotnie wyzsze, gdy w rodzinie wystepowaty takie
choroby jak: atopowe zapalenie skéry, czy astma.

W grupie dzieci z ABMK matki miaty wyzsze wyksztatcenie czterokrotnie czesciej, a ojcowie
dwukrotnie czesciej, w poréwnaniu do rodzicow niemowlat z grupy kontrolnej.

Wéréd badanych czynnikéw okotoporodowych - wezesniactwo oraz wiosenny sezon
urodzenia dzieci, wigzaty sie z dwukrotnie czestszym wystgpowaniem ABMK w badanej
grupie niemowlat, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Inne badane czynniki osobnicze
niemowlecia, podobnie jak i poréd poprzez cigcie cesarskie, nie znalazty powigzania z
rozwojem ABMK.

Rodzaj karmienia i dtugo$¢ karmienia nalezaty do gtéwnych czynnikéw srodowiskowych,
bedacych przedmiotem badania. Doktorantka ustalita, ze ryzyko rozwoju ABMK byto
czterokrotnie wyzsze w grupie niemowlat karmionych sztucznie, w poréwnaniu do grupy
niemowlat karmionej naturalnie.

Kontakt niemowlat ze zwierzetami domowymi zmniejszat trzykrotnie ryzyko rozwoju ABMK.
Badanie powyisze nie wykazato wptywu antybiotykoterapii stosowanej w pierwszym
potroczu zycia dziecka, a takze biernego narazenia na dym tytoniowy, zaréwno w okresie
zycia ptodowego (ciaza), jak i po urodzeniu (dom), na rozwoj ABMK.

Te wyniki odbiegaja od zalecanych dziatan prewencyjnych, dotyczacych rozwoju alergii
(sic!).

Badanie wykazato, ze wptyw czynnikow okotoporodowych i $rodowiskowych na
patomechanizm rozwoju ABMK, powodowat czterokrotnie wyzszg czestos¢ wystepowania
alergii IgE-zaleznej niz IgE-niezaleznej w badanej grupie 138 niemowlat z ABMK.
Podsumowanie publikacji nr Il

Catoksztaft przeprowadzonych badari upowaznit doktorantke do identyfikacji czterech
czynnikow, ktére w najwiekszym stopniu wptywaty na rozwdj ABMK w badanej grupie dzieci.



Byly to: pozytywny rodzinny wywiad alergiczny, wyzsze wyksztatcenie matek chorych dzieci,
diugos¢ karmienia naturalnego oraz obecnosc zwierzqt w srodowisku domowym (?).
Publikacja nr V., The impact of immunomodulatory factors from maternal diet during
pregnancy on cow’s milk allergy in offspring - a pilot study in the pediatric population of
the Kuyavian- Pomeranian Voivodship. Allergologia et Immunopathologia. 2019.

Celem pracy badawczej doktorantki byta ocena wptywu dietetycznych czynnikow,
uznawanych za immunomodulujgce, spozywanych przez kobiety w cigzy z woj. kujawsko-
pomorskiego - na rozwdj ABMK u ich potomstwa. Metodyke przeprowadzenia tych badan,
a takie oryginalno$¢ hipotezy badawczej, nalezy uzna¢ za pionierskie, bo to pierwsze tego
typu badania przeprowadzone w Polsce. Do grupy badanej zakwalifikowano 51 par matka -
niemowle z ABMK. Grupg kontrolng stanowito 25 par matka - zdrowe niemowle w
analogicznym wieku. Wsrdd niemowlgt chorych - 54,1% demonstrowato alergiczne
zapalenie jelita grubego i/ lub odbytnicy; identyczny odsetek stanowity niemowleta z
atopowym zapaleniem skory; u 49,0% niemowlat z tej grupy wystepowaty takze zaburzenia
czynnosciowe przewodu pokarmowego.

Dokonano analizy retrospektywnej diety, dotyczacej dziennego spozycia wybranych
sktadnikéw odzywczych przez kobiety ciezarne w Il trymestrze cigzy, na podstawie
siedmiodniowego jadfospisu matki oraz zwalidowanego kwestionariusza ankiety (Food
Frequency Questionnaire). Okreslano zawartos¢ poszczegbinych sktadnikéw w diecie; wyniki
poréwnywano z hormami Instytutu Zywienia i Zywnosci.

W obydwu grupach matek (dzieci z ABMK i grupie kontrolnej) oceniano: kalorycznos$¢ diety,
spozycie dzienne biatek, ttuszczéw, weglowodandw, btonnika, Ca'’; zawartos$¢ w diecie
witamin: A, grupy B, C, E, folianéw, wit. B12 oraz LC-PUFA; spozycie witaminy D przez matki;
okreél takze czas kontaktu kobiety ciezarnej z produktami mlecznymi.

Podsumowanie publikacji nr V.

W badaniu powyzszym doktorantka wykazato, ze w I trymestrze ciqzy 60,8 % matek dzieci z
ABMK spozywato mleko krowie i produkty mleczne; w grupie kontrolnej odsetek ten dotyczyt
68,0% matek dzieci zdrowych. Analiza diet kobiet cigzarnych dzieci z ABMK wykazata, ze
spozywaty one w cigzy istotnie mniej wit. D, LC-PUFA i retinolu oraz istotnie wiecej B-
karotenu i foliandw, niz matki dzieci zdrowych. Nie wykazano istotnych roznic jakosciowych i
ilosciowych w spozywaniu innych badanych sktadnikow pokarmowych w Ill trymestrze cigzy
przez matki z obydwu badanych grup.

Ad. b) tematyka dotyczy nabywania tolerancji w ABMK (praca oryginalna nr IV i prace
pogladowe nrlill.

Publikacja nr 1.

Tolerancja doustna - czynniki prognostyczne, patomechanizm, czynniki immunomodulu-
jace. Alergia Astma Immunologia . 2015.

Praca ma charakter pogladowy. Doktorantka oméwita w niej aktualne poglady i wiedze,
dotyczgcg pojecia tolerancji immunologicznej oraz istotnych czynnikéw, odgrywajacych rolg
w procesie nabywania tolerancji w alergii pokarmowej. Scharakteryzowata szczegétowo role
limfocytow Treg, limfocytow B oraz systemu GALT i jego sktadowe;j - nabtonka jelitowego,
jako bariery mechanicznej i immunologicznej . Omowita takze udziat réznych czynnikéw
(prognostycznych, immunomodulujacych), ktérym przypisuje sig wptyw na patomechanizmy
zwigzane z nabywaniem tolerancji tj. predyspozycja genetyczna, rodzaj diety, w tym
karmienia naturalnego, sztucznego - ksztattujacych sktad mikrobiomu jelitowego, wiek
chorego, rodzaj i dawke szkodliwego alergenu, role probiotykéw / prebiotykdw, witamin (w
tym Ci D), antyoksydantow i innych.



Publikacja nr 1.

The influence of dietary immunomodulatory factors on development of food allergy in
children. Adv Dermatol Alergol.2017.

Jest to praca pogladowa, omawiajgca udziat wybranych czynnikéw $rodowiskowych oraz
dietetycznych, ktérym przypisuje sie wptyw na ekspresje gendw, poprzez oddziatywanie
epigenetyczne, ktdre prowadzi m.in. do trwatych zmian w odpowiedzi immunologicznej
populacji ludzkiej. Zmiany te skutkujg wzrostem czestosci wystepowania choréb alergicznych
i autoimmunologicznych. W dalszej czesci pracy autorka omawia szczegdétowo role czynnikow
immunomodulujgcych, w tym diety, probiotykdw, antyoksydantdw, wit. D, nienasyconych i
krotkotaricuchowych kwasow ttuszczowych, oddziatujgcych m.in. na mikrobiom jelitowy.
Praca rozszerza aktualng wiedze na temat potencjalnej roli i skutecznoéci tych czynnikéw, a
takze ich zastosowania w dziataniach zapobiegajacych rozwojowi choréb alergicznych i
autoimmunologicznych.

Obydwie publikacje pogladowe sg dowodem bardzo dobrego przygotowania teoretycznego
doktorantki do pracy badawczej, co znalazto odzwierciedlenie w recenzowanych
oryginalnych pracach Jej autorstwa.

Publikacja nr IV.

FOXP3 expression, wit. D, and C in the prediction of tolerance acquisition in infants with
cow’s milk allergy. J Investig Allergol Clin Immunol. 2020.

Jest to praca oryginalna, w ktérej badaniem prospektywnym objeto te samg grupe 138 dzieci
z ABMK i 101 zdrowych niemowlat (grupa kontrolna), w ktdrej oceniano czynniki rozwoju
alergii na biatka mleka krowiego (opisang wczeénie w publikacji nr 111). W chwili
zakwalifikowania do badan dzieciom z obu grup pobierano krew, w celu oznaczenia: aslgk,
stezenia witamin Ci D oraz ekspresji FOXP3mRNA (I etap badan). Po 6 miesigcach od
pierwszego etapu, oceniano u dzieci z ABMK proces nabywania tolerancji na biatka mieka
krowiego, stosujgc doustng prébe prowokacyjng z produktami mlecznymi poddanymi
wysokiej temperaturze (Il etap badari). Wynik ujemny préby prowokacji, Swiadczacy
wstepnie o nabytej tolerancji, weryfikowano doustng préba prowokacyjng z mlekiem
surowym. W ten sposéb zidentyfikowano ,fenotyp przetrwatej alergii na biatka mleka
krowiego” u 54 (39,1% chorych). Sposréd pozostatych 84 dzieci (60,9% ) tolerujacych
produkty mleczne poddane obrébce termicznej, nadal tolerowato te produkty 43 (31,2%),
prezentujac fenotyp ,czesciowej tolerancji”, a 41 dzieci (29,7%) wykazato catkowita
tolerancjg na produkty mleczne przetworzone termicznie i produkty surowe, czyli fenotyp
~pacjentéw wyrostych z alergii na biatka mleka krowiego”.

Podsumowanie publikacji nr IV.

Srednia wartosé ekspresji FOXP3 na komdrkach jgdrzastych krwi w grupie dzieci z ABMK byta
statystycznie znamiennie nizsza (2,07+-1.23), niz w grupie zdrowych dzieci (2,98+-1,52).
Statystycznie znamiennie wyzsza byta takze ekspresja FOXP3 u dzieci z IgE-niezaleing ABMK
(2,25), w poréwnaniu do IgE-zaleznej ABMK (1,79).

Wykazano zaleznos¢ poziomu ekspresji FOXP3mRNA od fenotypu ABMK i tolerancji doustnej
biatek mleka krowiego. Wedtug doktorantki, u dzieci z poziomem FOXP3mRNA < 1,45 z
duzym prawdopodobieristwem nalezy podejrzewac wystepowanie fenotypu »przetrwatej
ABMK”; prawdopodobnie dzieci te nie nabedq tolerancji do 2 roku zycia.

Nie stwierdzono istotnego zwiqzku miedzy ekspresjqg FOXP3 mRNA a poziomem surowiczym
witamin C i D, zaréwno w grupie chorych z ABMK, jak i kontrolnej.



3. Whioski.

Na podstawie przeprowadzonych badari doktorantka wyciagneta 11 wnioskow, ktore sa
powtdrzeniem niektérych szczegdtowych wynikéw realizowanej tematyki badawczej.

W opinii recenzenta - wnioski powinny by¢ uogélnieniem zagadnien Celu badawczego i
powinny odzwierciedlaé trend (korzystny, niekorzystny) badanego zjawiska lub czynnika, w
odniesieniu do istoty choroby.

Wydaje sie, ze niektdre z wnioskdw szczegdtowych mozna tematycznie potgczy¢ we wnioski
ogolne.

Podsumowanie koncowe.
Publikacje wchodzace w sktad niniejszej dysertacji naukowej, zawierajgce oryginalne wyniki
badan doktorantki, a takze prace poglagdowe Jej autorstwa, zostaty zamieszczone w
miedzynarodowych czasopismach medycznych. Wyniki tych badan wnoszg cenne naukowe
wartoséci poznawcze, dotyczgce czynnikdw ryzyka rozwoju alergii na biatka mleka krowiego:
genetycznych i epigenetycznych (okotoporodowych, osobniczych i dietetycznych) u dzieci w
najmtodszym wieku. Wyniki badar prowadzonych przez doktorantke nad procesem
nabywania tolerancji przez dzieci z ABMK, dostarczaja nowych, oryginalnych informacji,
wskazujacych na zaleznos$¢ nabywania tolerancji od fenotypu choroby. Mozliwosc
jednoczasowego monitorowania procesow immunologicznych, dotyczgcych tolerancji
poprzez ocene ekspresji biomarkera FOXP3mRNA w u badanych dzieci z ABMK nalezy
réwniez zaliczyé do oryginalnych osiggnieé badawczych doktorantki
Pierwsze autorstwo doktorantki w czterech, wspdtautorstwo w piatej z opublikowanych
prac, sktadajgcych sie na niniejszg rozprawe doktorska, a takze dotychczasowy dorobek
naukowy, upowaziniajg recenzenta do uznania tej rozprawy za spetniajgca rowniez wymogi
do wyrdznienia naukowego.
Przedktadam wniosek Komisji Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi
o dopuszczenie lek. med. Izabeli Sardeckiej-Milewskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. _, ]f
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