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Cukrzyca typu 1 (T1DM) jest przewlekłą chorobą metaboliczną,  

w której obserwowany jest bezwzględny niedobór endogennej insuliny. Leczeniem z wyboru 

jest dożywotnie podawanie egzogennej insuliny we wstrzyknięciach podskórnych. 

Zapadalność na cukrzycę, w tym T1DM zwiększa się w ostatnich latach,  

a niedostateczna kontrola metaboliczna może prowadzić do rozwoju jej ostrych  

lub przewlekłych powikłań, których ryzyko wzrasta wraz z czasem trwania cukrzycy. Zgodnie 

z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego profilaktyka rozwoju powikłań 

przewlekłych cukrzycy jest jednym z priorytetów opieki nad pacjentem z cukrzycą.  

Neuropatia cukrzycowa, najczęściej obserwowane powikłanie przewlekłe, dzieli się  

na polineuropatie uogólnione (w tym neuropatię autonomiczną) oraz neuropatie ogniskowe. 

Neuropatia autonomiczna dotyczy kontroli funkcjonowania układów wewnętrznych jak: 

sercowo-naczyniowego (CAN), przewodu pokarmowego, czy moczowo-płciowego. 

Wystąpienie CAN wiąże się z istotnie wyższym ryzykiem zgonu z przyczyn sercowo 

naczyniowych, oraz znacznym skróceniem okresu przeżycia pacjentów z T1DM w porównaniu 

do chorych bez tego powikłania. Referencyjną metodą diagnostyczną służącą  

do rozpoznawania CAN jest bateria testów Ewinga. Zgodnie z aktualnymi zaleceniami PTD 

testy w kierunku CAN powinny być wykonywane u wszystkich pacjentów z T1DM w ramach 

screeningu corocznie po pięciu latach od rozpoznania cukrzycy. 

Do czynników ryzyka rozwoju neuropatii cukrzycowej należą: czas trwania cukrzycy, 

brak wyrównania metabolicznego, stres oksydacyjny i przewlekły proces zapalny. Wieloletnie 

i wieloośrodkowe badania (UKPDS i DCCT) wykazały, że poprawa wyrównania 

metabolicznego; poprzez zastosowanie intensywnej insulinoterapii u osób z cukrzycą; istotnie 

zmniejsza częstość przewlekłych powikłań. Z drugiej strony osoby, którym zintensyfikowano 

leczenie z opóźnieniem, pomimo optymalizacji wyrównania metabolicznego, nadal częściej 

rozwijały powikłania przewlekłe w porównaniu z grupą od początku leczoną intensywną 

insulinoterapią. Sytuacja ta została opisana pośród pacjentów badania EDIC, które było 

kontynuacją obserwacji losów pacjentów z badania DCCT. Na podłożu tych obserwacji 

wysunięto teorię „pamięci metabolicznej” hiperglikemii u pacjentów z DM, która miała 



indukować patologiczne procesy w organizmie chorych, pomimo optymalizacji leczenia. 

Obserwacja ta przyczyniła się do rozwoju badań nad rolą innych, niż genetyczne, 

mechanizmów w etiopatogenezie chorób, cukrzycy i jej powikłań. Badania różnych populacji 

i obserwacje bliźniąt monozygotycznych potwierdziły rolę nie tylko genetyki ale też 

epigenetyki, definiowanej obecnie poprzez liczne procesy związane z kontrolą ekspresji genów 

w wyniku modyfikacji materiału genetycznego, niezwiązane ze zmianami sekwencji 

nukleotydów w DNA, jak np. zmiana poziomu metylacji DNA. W ostatnim czasie pojawia się 

coraz więcej doniesień na temat czynników epigenetycznych warunkujących rozwój cukrzycy 

i jej przewlekłych powikłań. Związek odmiennego profilu metDNA z degeneracją włókien 

nerwowych został opisany u pacjentów z T2DM i cukrzycową neuropatią obwodową. Należy 

zaznaczyć, że uprzednie prace dotyczą głównie T2DM. Brak jest natomiast informacji o 

wpływie powyższych mechanizmów epigenetycznych na rozwój neuropatii, a w szczególności 

CAN u pacjentów z T1DM.  

Biorąc pod uwagę wiele pytań i wątpliwości co do mechanizmów „pamięci 

metabolicznej” wiodących do rozwoju i progresji przewlekanych powikłań narządowych; 

celem niniejszej pracy było sprawdzenie hipotezy, czy mechanizmy epigenetyczne mają wpływ 

na rozwój autonomicznej neuropatii cukrzycowej układu sercowo-naczyniowego u pacjentów  

z T1DM. 

CELE 

Celem ogólnym rozprawy doktorskiej było sprawdzenie hipotezy, czy wybrane  mechanizmy 

epigenetyczne mają wpływ na rozwój autonomicznej neuropatii cukrzycowej układu sercowo-

naczyniowego u pacjentów z cukrzycą typu 1. 

Cele szczegółowe obejmowały: 

1. Przegląd dotychczasowej wiedzy na temat etiopatogenezy, objawów 

i najnowszych badań klinicznych dotyczących neuropatii autonomicznej układu sercowo-

naczyniowego w przebiegu cukrzycy, głównie typu 1. 

2. Oszacowanie częstości występowania neuropatii autonomicznej układu sercowo-

naczyniowego, w kontekście modelu (wielokrotne wstrzyknięcia vs ciągły podskórny wlew 

insuliny) leczenia oraz kontroli metabolicznej oraz charakterystyka kliniczna pacjentów 

poszczególnych grup terapii T1DM. 



3. Określenie możliwych zmian ekspresji genów wchodzących w skład szlaków 

molekularnych, które mogą odpowiadać za inicjację destrukcji tkanki nerwowej w przebiegu 

cukrzycy typu 1. 

4. Sprawdzenie hipotezy, czy metylacja DNA (jeden z mechanizmów epigenetycznych) bierze 

udział w regulacji ekspresji genów odpowiedzialnych za destrukcję/ regenerację komórek 

nerwowych i może odgrywać kluczową rolę w patogenezie neuropatii cukrzycowej, w oparciu  

o model DNA komórek krwi obwodowej. 

METODYKA I WYNIKI BADAŃ 

1. Cardiovascular autonomic neuropathy in the course of diabetes - the review of actual 

knowledge. Gastoł J, Pawliński Ł, Kieć-Wilk B. Postepy Biochem. 2019 Dec 30;65(4):306-

312.  

doi: 10.18388/pb.2019_287. Review. Polish. (praca poglądowa)  

Praca stanowiła przegląd dostępnej literatury na temat etiopatogenezy, diagnostyki, 

objawów, oraz możliwości terapeutycznych CAN. Poza dobrze ugruntowanymi czynnikami 

ryzyka jak odsetek HbA1c, czy czas trwania cukrzycy istotne znaczenie w etiopatogenezie 

neuropatii ma również epigenetyczna dysregulacja ekspresji genów, której wyrazem może 

być m. in. odmienny profil metDNA. Złotym standardem diagnostycznym pozostaje 

przeprowadzenie testów z użyciem tzw. baterii Ewinga. Metoda ta pozwala na ocenę 

funkcjonowania zarówno układu współczulnego jak i przywspółczulnego. Diagnozę CAN 

stawia się wówczas gdy min. 2 z wymienionych testów są nieprawidłowe. Ponadto o 

zaawansowaniu tego przewlekłego powikłania DM świadczy ilość nieprawidłowych testów 

(staging). 

2. Is treatment of type 1 diabetes mellitus (insulin therapy, metabolic control) optimal for 

preventing cardiovascular autonomic neuropathy? Pawliński Ł, Gastoł J, Fiema M, 

Matejko B, Kieć-Wilk B. Endokrynol Pol. 2019;70(4):323-329. doi: 

10.5603/EP.a2019.0011.  

(praca oryginalna)  

Praca była oceną retrospektywną grupy 93 pacjentów leczonych w tutejszej Klinice w latach 

2011-2015. Stosowanym modelem terapeutycznym była intensywna insulinoterapia z 

wykorzystaniem wielokrotnych wstrzyknięć insuliny (MDII) lub ciągłego podskórnego 

wlewu insuliny (CSII). Parametry biochemiczne oceniane były na podstawie próbki krwi 

żylnej i moczu oddanego w godzinach porannych. Do oceny obecności i zaawansowania 



CAN zastosowano baterię testów Ewinga. W grupie pacjentów z T1DM leczonych CSII, 

neuropatia autonomiczna występowała istotnie rzadziej niż w grupie leczonej klasycznie 

penami insulinowymi, (p<0,001). Retrospektywny wskaźnik wyrównania metabolicznego 

(HbA1c) był istotnie niższy w grupie pacjentów leczonych CSII (HbA1c 7,44±1,14% vs 

8,55±1,67 p=0,049). Pacjenci, u których zdiagnozowano CAN cechowali się dłuższym 

czasem trwania cukrzycy oraz współwystępowaniem przewlekłej choroby nerek. Ponadto  

w analizowanej populacji 87% pacjentów powyżej 40 r.ż. cechowało się podwyższonymi 

wartościami cholesterolu LDL, a ponad 70% pacjentów miało również podwyższony 

poziom cholesterolu non-HDL. Pacjenci leczeni CSII cechowali się istotnie statystycznie 

niższymi poziomami trójglicerydów. Zastosowanie nowoczesnych technologii w leczeniu 

T1DM pomaga osiągnąć lepszą kontrolę metaboliczną i co za tym idzie zmniejszyć ryzyko 

rozwoju przewlekłych powikłań, w tym również CAN. 

3. Specific gene expression in type 1 diabetic patients with and without cardiac autonomic 

neuropathy. Gastol J, Polus A, Biela M, Razny U, Pawlinski L, Solnica B, Kiec-Wilk B. 

Sci Rep. 2020 Mar 27;10(1):5554. doi: 10.1038/s41598-020-62498-7. (praca oryginalna) 

Do badania zakwalifikowano 60 pacjentów z T1DM, grupę kontrolną stanowiło  

20 zdrowych ochotników. Diagnozę CAN udokumentowano na podstawie testów  

z wykorzystaniem baterii Ewinga. Średni czas trwania cukrzycy wynosił 15 lat. Analiza 

mikromacierzy, potwierdzona qRTPCR wykazała istotną aktywację ekspresji genów 

kodujących białka w procesach autofagii, funkcji mitochondriów, genów regulatorowych 

(mTOR, GABARAPL2), apoptozy, stresu retikulum endoplazmatycznego oraz procesów 

zapalanych w grupie pacjentów z T1DM w porównaniu do grupy kontrolnej. Z drugiej strony 

obserwowano zahamowanie ekspresji  genów enzymów proteolitycznych lizosomów 

(katepsyn) oraz genu kodującego podjednostkę białka budującego H+- ATPazę membrany 

lizosomów. Nie wykazano natomiast istotnych różnic w ekspresji genów pomiędzy 

pacjentami z T1DM+CAN a pacjentami z T1DM-CAN. Analiza mikromacierzy 

porównująca pacjentów z T1DM i grupą kontrolną, wykazała aktywację genów kodujących 

enzymy zaangażowane w naprawę DNA, jak również inhibicję ekspresji białek I i III 

kompleksu jako dowód upośledzonej funkcji mitochondriów. Analiza ekspresji genów 

wykazała aktywację szlaków związanych z procesem zapalnym, co potwierdzono 

oznaczeniem poziomu Il-6. W grupie chorych z T1DM obserwowano wyższe stężenie IL-6. 

Obserwowane zmiany ekspresji genów i aktywacji wewnątrzkomórkowych szlaków 

metabolicznych dają spójny obraz istotnej roli stresu oksydacyjnego w przebiegu stanu 

zapalnego oraz aktywacji apoptozy i degeneracji neuronów, stanowiąc istotny czynnik 



odpowiedzialny za patogenezę i postęp cukrzycowej neuropatii autonomicznej u chorych  

z T1DM. Znaczenie stanu zapalnego, potwierdzonego podwyższonym poziomem markera 

Il-6 w patomechanizmie neuropatii autonomicznej układu sercowo-naczyniowego zostało 

wykazane również u pacjentów z należycie leczoną cukrzycą typu 1. 

4. Epigenetic mechanism in search for the pathomechanism of diabetic neuropathy 

development in diabetes mellitus type 1 (T1DM). Gastoł J, Kapusta P, Polus A, Pitera E, 

Biela M, Wołkow P, Pawliński Ł, Kieć-Wilk B. Endocrine. 2020 Apr;68(1):235-240.  

     doi: 10.1007/s12020-019-02172-9. Epub 2020 Jan 4. (praca oryginalna) 

Do badania zakwalifikowano 24 pacjentów z T1DM+CAN, 25 pacjentów z T1DM-CAN 

oraz 25 zdrowych ochotników. Badanie jednoośrodkowe, homogenna grupa chorych 

(T1DM) leczonych intensywną insulinoterapią. Diagnostykę w kierunku CAN 

przeprowadzono z wykorzystaniem baterii testów Ewinga (ProSciCard). Materiał DNA 

uzyskano z próbek krwi żylnej pobieranej na czczo w godzinach porannych, następnie 

poddano bisulfonacji i hybrydyzacji z wykorzystaniem Infinium Methylation EPIC Kit, 

Illumina i zobrazowano dzięki Illumina HiScan. Zmiany ekspresji wyselekcjonowanych 

genów zweryfikowano używając qRT-PCR. Amplifikację przeprowadzono  

z wykorzystaniem ciągłej detekcji fluorescencji 7900 HT Fast Real-Time PCR system 

(Thermo Fisher Scientific). Charakterystyka kliniczna badanej populacji wykazała istotnie 

niższy odsetek HbA1c wśród pacjentów bez neuropatii, ponadto częstszym modelem 

terapeutycznym w tej grupie był CSII. Analiza poziomu specyficznej metylacji DNA 

wykazała istotne różnice w regionach genów odpowiedzialnych za regenerację włókien 

nerwowych (NINJ2) oraz funkcjonowanie komórek nerwowych (BRSK2, CLDN4).  

W porównaniu do pacjentów bez rozpoznanej neuropatii sercowo-naczyniowej, chorzy  

z grupy CAN+ charakteryzowali się istotnie wyższym poziomem metylacji NINJ2  

oraz niższym poziomem metylacji BRSK2 i CLDN4 5’UTR. QRT-PCR potwierdziło słabszą 

ekspresję NINJ2 i CLDN4 u pacjentów CAN+. Odmienny profil metylacji DNA genów 

odpowiedzialnych za rozwój i regenerację włókien nerwowych u pacjentów z T1DM  

i neuropatią autonomiczną układu sercowo-naczyniowego wydaje się potwierdzać rolę 

mechanizmów epigenetycznych zaangażowanych w „pamięć metaboliczną’, promując 

rozwój neuropatii autonomicznej, przewlekłego powikłania cukrzycy typu 1. Z uwagi  

na specyfikę tkanki nerwowej dalsze badania na hodowlach tkankowych są wskazane, by 

lepiej poznać mechanizmy regulacyjne genów związanych z degeneracją i regeneracją 

(RAGs) neuronów. 

 



Summary 

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is a chronic metabolic disease  

in which absolute deficiency of endogenous insulin is observed. The treatment of choice is the 

lifetime administration of exogenous insulin by subcutaneous injection. 

The incidence of diabetes, including T1DM, has been increasing in recent years, and 

insufficient metabolic control can lead to the development of acute or chronic complications of 

diabetes, the risk of which increases with the duration of T1DM. According  

to the recommendations of the Polish Diabetes Association, prevention of the development of 

chronic complications of diabetes is one of the priorities of care for patient with diabetes.  

Diabetic neuropathy, the most commonly observed chronic complication, is divided into 

generalized polyneuropathies (including autonomic neuropathy) and focal neuropathies. 

Autonomic neuropathy concerns the control of the functioning of many internal systems such  

as cardiovascular (CAN), gastrointestinal tract or genitourinary. The occurrence of CAN is 

associated with a significantly higher risk of death from cardiovascular causes, and a significant 

reduction in the survival of patients with T1DM compared to patients without this complication.  

The reference diagnostic method for diagnosing CAN is the Ewing test battery. According to 

current PTD recommendations, tests for CAN should be performed in all patients with T1DM 

as part of screening annually after five years after the diagnosis of diabetes. 

 Risk factors for the development of diabetic neuropathy include: the duration of 

diabetes, lack of metabolic compensation, oxidative stress and chronic inflammatory process. 

Multi-year and multicenter studies (UKPDS and DCCT) have shown that improving metabolic 

control; through the use of intensive insulin therapy in people with diabetes; significantly 

reduces the incidence of chronic complications. On the other hand, those who had their 

treatment intensified with a delay were observed, despite optimizing metabolic compensation 

through the implementation of intensive insulin therapy, were still more likely to develop 

chronic complications compared to the group treated with intensive insulin therapy from the 

beginning. This situation was well described among patients in the EDIC study, which was  

a continuation of the observation of the patients’ fate from the DCCT study. Based on these 

observations, the theory of "metabolic memory" of hyperglycemia in diabetic patients was put 

forward, which contributed to the development of research on the role of non-genetic 

mechanisms in the etiopathogenesis of diseases, including diabetes and its complications. 

Studies of various populations and observations of monozygous twins have confirmed the role 

of not only genetics but also epigenetics, currently defined by numerous processes related to 



the control of gene expression as a result of modification of genetic material, not related to 

changes in the sequence of nucleotides in DNA, such as a change in the level of DNA 

methylation. Recently, there have been more and more reports about epigenetic factors 

conditioning the development of diabetes and its chronic complications.  The association of a 

different metDNA profile with nerve fiber degeneration has been described in patients with 

T2DM and diabetic peripheral neuropathy. It should be noted that the previous works mainly 

concern T2DM. However, there is no information on the influence of the above epigenetic 

mechanisms on the development of neuropathy, and in particular CAN in patients with T1DM.  

Considering many questions and doubts about the mechanisms of "metabolic memory" 

leading to the development and progression of chronic organ complications; the aim of this 

study was to test the hypothesis whether epigenetic mechanisms have an impact  

on the development of autonomic diabetic neuropathy of the cardiovascular system in patients 

with T1DM. 

OBJECTIVES 

The general objective of the doctoral dissertation was to test the hypothesis whether 

selected epigenetic mechanisms have an impact on the development of autonomic diabetic 

neuropathy of the cardiovascular system in patients with type 1 diabetes. 

The specific objectives were: 

1. Review of existing knowledge on etiopathogenesis, symptoms and the latest clinical 

studies on autonomic neuropathy of the cardiovascular system in the course of diabetes, mainly 

type 1. 

2. Estimation of the incidence of autonomic neuropathy of the cardiovascular system, 

in the context of the model (multiple injections vs continuous subcutaneous insulin infusion) of 

treatment and metabolic control and clinical characteristics of patients of individual T1DM 

therapy groups. 

3. Determination of possible changes in the expression of genes included in the 

molecular pathways that may be responsible for the initiation of destruction of nerve tissue in 

the course of type 1 diabetes. 

4. To investigate the hypothesis that DNA methylation (one of the epigenetic 

mechanisms) is involved in the regulation of the expression of genes responsible for the 



destruction/regeneration of nerve cells and may play a key role in the pathogenesis of diabetic 

neuropathy, based on the DNA model of peripheral blood cells. 

METHODOLOGY AND TEST RESULTS 

1. Cardiovascular autonomic neuropathy in the course of diabetes - the review of actual 

knowledge. Gastoł J, Pawliński Ł, Kieć-Wilk B. Postepy Biochem. 2019 Dec 30;65(4):306-

312.  

doi: 10.18388/pb.2019_287. Review. Polish. (review paper)  

The paper provided a review of the available literature on etiopathogenesis, diagnostics, 

symptoms, and the therapeutic possibilities of CAN. In addition to well-established risk factors 

such as HbA1c or the duration of diabetes, epigenetic dysregulation of gene expression is also 

important in the etiopathogenesis of neuropathy, which may be expressed, among others, by a 

different metDNA profile. The gold diagnostic standard of CAN remains to conduct tests using 

the so-called Ewing batteries. This method allows to assess the functioning of both the 

sympathetic and parasympathetic system. The diagnosis of CAN is made when min. 2 of the 

battery tests are incorrect. In addition, the advancement of CAN is evidenced by the number of 

incorrect tests (staging). 

2. Is treatment of type 1 diabetes mellitus (insulin therapy, metabolic control) 

optimal for preventing cardiovascular autonomic neuropathy? Pawliński Ł, Gastoł J, 

Fiema M, Matejko B, Kieć-Wilk B. Endokrynol Pol. 2019;70(4):323-329. doi: 

10.5603/EP.a2019.0011. (original work) The work was a retrospective assessment of a group 

of 93 patients treated in the Metabolic Clinic in the period 2011-2015. The therapeutic model 

used was intensive insulin therapy using multiple insulin injections (MDII) or continuous 

subcutaneous insulin infusion (CSII). Biochemical parameters were assessed on the basis of a 

sample of fasting venous blood and urine donated in the morning. An Ewing test battery was 

used to assess the presence and sophistication of CAN. In the T1DM group treated with CSII 

cardiovascular autonomic neuropathy was significantly less common than  

in the classical insulin pen group (p<0.001). The retrospective metabolic compensation rate 

(HbA1c) was significantly lower in the CSII-treated group (HbA1c 7.44±1.14% vs 8.55±1.67 

p=0.049). Patients diagnosed with CAN had a longer duration of diabetes and co-occurrence of 

chronic kidney disease. In addition, in the analyzed population, 87% of patients over 40 years 

of age had elevated LDL cholesterol values, and more than 70% of patients also had elevated 

levels of non-HDL cholesterol. Patients treated with CSII had statistically significantly lower 

triglyceride levels. The use of modern technologies in the treatment of T1DM helps to achieve 



better metabolic control and thus reduce the risk of developing chronic complications, including 

CAN. 

3. Specific gene expression in type 1 diabetic patients with and without cardiac autonomic 

neuropathy. Gastol J, Polus A, Biela M, Razny U, Pawlinski L, Solnica B, Kiec-Wilk B. Sci 

Rep. 2020 Mar 27;10(1):5554. doi: 10.1038/s41598-020-62498-7. (original work)  

60 patients with T1DM were enrolled in the study, the control group consisted of 20 

healthy volunteers. The diagnosis of CAN was documented on the basis of tests using Ewing 

batteries. The average duration of diabetes was 15 years. Microarray analysis, confirmed by 

qRTPCR, showed significant up-regulation of autophagy genes, mitochondrial quality, 

regulatory genes (mTOR, GABARAPL2),apoptosis, endocytoplasmic stress and inflammation 

in the T1DM group compared to the control group. On the other hand, down-regulation of genes 

of proteolytic enzymes of lysosomes (catepsins) and the gene encoding the subuued of the 

H+building protein - ATPase of the lysosome membrane was observed. There were no 

significant differences in gene expression between patients with T1DM+CAN and patients with 

T1DM-CAN. Microarray analysis comparing patients with T1DM and the control group 

showed activation of genes encoding enzymes involved in DNA repair, as well as inhibition  

of protein expression I and III of the complex as an evidence of impaired mitochondrial 

function. Analysis of gene expression showed activation of pathways associated with the 

inflammatory process, which was confirmed by the determination of IL-6 levels. In the group 

of patients with T1DM, a higher concentration of IL-6 was observed. The observed changes in 

gene expression and activation of intracellular metabolic pathways give a coherent picture of 

the important role of oxidative stress in the course of inflammation and activation of apoptosis 

and neuronal degeneration, constituting an important factor responsible for the pathogenesis 

and progression of diabetic autonomic neuropathy in patients with T1DM. The importance  

of inflammation, confirmed by elevated levels of the Il-6 marker in the pathomechanism of 

autonomic neuropathy of the cardiovascular system, has also been demonstrated in patients 

with properly treated type 1 diabetes. 

4. Epigenetic mechanism in search for the pathomechanism of diabetic neuropathy 

development in diabetes mellitus type 1 (T1DM). Gastoł J, Kapusta P, Polus A, Pitera E, 

Biela M, Wołkow P, Pawliński Ł, Kieć-Wilk B. Endocrine. 2020 Apr;68(1):235-240. doi: 

10.1007/s12020-019-02172-9. Epub 2020 Jan 4. (original work)  

The study enrolled 24 patients with T1DM+CAN, 25 patients with T1DM-CAN, and 25 

healthy volunteers. Single-center study, homogeneous group of patients (T1DM) treated with 



intensive insulin therapy. Diagnostics for CAN were performed using a battery of Ewing tests 

(ProSciCard). The DNA material was obtained from fasting venous blood samples, then 

bisulfonated and hybridized using Infinium Methylation EPIC Kit, Illumina and imaged with 

Illumina HiScan. Changes in the expression of selected genes were verified using qRTPCR. 

Amplification was carried out using continuous fluorescence detection 7900 HT Fast Real-

Time PCR system (Thermo Fisher Scientific). The clinical characteristics of the study 

population showed a significantly lower proportion of HbA1c among patients without 

neuropathy, and CSII was a more common therapeutic model in this group. Analysis of the 

level of specific DNA methylation showed significant differences in the regions of genes 

responsible for the regeneration of nerve fibers (NINJ2) and the functioning of nerve cells 

(BRSK2, CLDN4). Compared to patients without diagnosed cardiovascular neuropathy, CAN+ 

patients had significantly higher NINJ2 methylation levels and lower BRSK2 and CLDN4 

5'UTR methylation levels. QRT-PCR confirmed weaker expression of NINJ2 and CLDN4 in 

CAN+ patients. A different DNA methylation profile of genes responsible for the development 

and regeneration of nerve fibers in patients with T1DM and autonomic neuropathy of the 

cardiovascular system seems to confirm the role of epigenetic mechanisms involved in 

"metabolic memory", promoting the development of autonomic neuropathy, a chronic 

complication of type 1 diabetes. Due to the specificity of nerve tissue, further research on tissue 

cultures is advisable to better understand the subject of genes associated with neurons 

degeneration and regeneration (RAGs). 

 

 


