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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Skrot Rozwinig¢cie w jezyku polskim Rozwinigcie w jezyku
angielskim

ART terapia antyretrowirusowa antiretroviral treatment

BMI wskaznik masy ciata body mass index

CAB kabotegrawir cabotegravir

CART skojarzona terapia combined antiretroviral therapy
antyretrowirusowa

CD4 limfocyty CD4 cluster of differentation 4

Cl przedziat ufnosci confidence interval

CRF krazaca forma rekombinowana circulating recombinant form

CVF potwierdzone niepowodzenie confirmed virologic failure
wirusologiczne

DOR dorawiryna doravirine

DRM mutacja zwigzana z opornoscig na | drug resistance mutation
lek

EFV efawirenz efavirenz

ETR etrawiryna etravirine

FTC emtrycytabina emtricitabine

HET heteroseksualny heterosexual

HIV ludzki wirus niedoboru human immunodeficiency virus
odpornosci

IDU uzytkownik narkotykow injection drug user
dozylnych

INSTI inhibitor integrazy integrase strand transfer inhibitor

INT integraza integrase

IQR rozstep migdzykwartylowy interquartile range




LAI lek dlugodziatajacy w iniekcji long-acting injectable

LMIC kraj o niskim i srednim dochodzie | low- and middle-income country

MSM Mezezyzni uprawiajacy seks men who have sex with men
Z mezczyznami

MTCT transmisja z matki na dziecko mother-to-child transmission

NNRTI nienukleozydowy inhibitor non-nucleoside reverse
odwrotnej transkryptazy transcriptase inhibitor

NRTI nukleozydowy inhibitor nucleoside reverse transcriptase
odwrotnej transkryptazy inhibitor

NVP newirapina nevirapine

OR iloraz szans odds ratio

p prawdopodobienstwo testowe p-value

PCR reakcja tancuchowa polimerazy polymerase chain reaction

Pl inhibitor proteazy protease inhibitor

PR proteaza protease

Prep profilaktyka przedekspozycyjna pre-exposure prophylaxis

RAM Mutacja zwigzana z opornoscia resistance-associated mutation

RNA kwas rybonukleinowy ribonucleic acid

RPV rylpiwiryna rilpivirine

RT odwrotna transkryptaza reverse transcriptase

TDF tenofowir dizoproksylu w postaci | tenofovir disoproxil fumarate
fumaranu

TDR przenoszona lekooporno$é¢ transmitted drug resistance

URF unikalne formy rekombinowane unique recombinant form
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2.1. Zrodlo finansowania

Prace wykonano dzigki dofinansowaniu z Narodowego Centrum Nauki; numer projektu:

2018/30/E/NZ6/00696.

Niniejsza praca realizowana jest w ramach uzyskanego grantu, ktéry obejmuje bardzo szeroki
zakres dziatan prowadzonych przez zesp6l naukowcow. Z tego wzgledu w przedstawianej
pracy skupiono si¢ na ocenie lekoopornosci w zakazeniu wirusem HIV-1. Prognozy dotyczace
rozwoju sieci transmisji wirusa HIV-1 i HCV omawiane sg w pozostalych publikacjach,

ktorych jestem wspotautorka.

Zestawienie publikacji

Rodzaj publikacji Liczba Impact factor Punktacja MNiSW

Prace wiagczone do 3 8,679 340
rozprawy doktorskiej

Prace, ktore nie 9 52,678 1190

zostaly wlaczone do
rozprawy doktorskiej

Razem 12 61,357 1530




3. WSTEP
3.1. Epidemiologia HIV

W dobie pandemii koronawirusa SARS-CoV-2 nie mozna zapominaé o innej epidemii, ktora
w Polsce trwa nieprzerwanie od prawie 40 lat- epidemii wirusa HIV-1 (ludzkiego wirusa
niedoboru odporno$ci). Obie epidemie roéznig si¢ gtownie droga przenoszenia oraz skalg
problemu, ale takze tempem, w jakim wirusy mutujg oraz samymi grupami osob szczegolnie
narazonych na zakazenie. Od poczatku epidemii HIV-1 w 1985 roku w Polsce odnotowano 32
935 zakazen, a kazdego roku wykrywa si¢ okoto 2000 nowych przypadkéw. Najnowsze dane
wskazuja, ze leczeniem antyretrowirusowym objetych jest 20 281 osob [1]. Epidemia wirusa
HIV-1 w Polsce byla historycznie zwigzana z przyjmowaniem narkotykow droga dozylna
(IDU), ktore do 2005 roku byto dominujgca droga zakazenia [2]. Ostatnie lata pokazuja, ze
nowe zakazenia najczgsciej sa obserwowane wsrod mezczyzn, a glowng droge transmisji

stanowig kontakty me¢zczyzn uprawiajacych seks z mgzezyznami (MSM) [3].

Wirus HIV-1 odpowiada za 95% zakazen wirusem HIV na $wiecie i dzieli si¢ na cztery gtéwne
grupy: M, N, O oraz P, ktére roznig si¢ od siebie pod wzgledem genetycznym
i epidemiologicznym. Wigkszo$¢ zakazen spowodowana jest wirusami nalezgcymi do typu M,
ktory obejmuje dziesie¢ podstawowych subtypow (A-D, F-H, J-L) [4,5]. Dodatkowo, subtypy
A oraz F posiadaja swoje sub-subtypy (A1-A8 oraz F1-F2), ktore wykazuja roznice genetyczne
wahajace si¢ od 15 do 20% [6]. Ponadto, ze wzglgdu na rekombinacje genetyczne migdzy
subtypami, wyodrgbnia si¢ ponad 100 krazacych form rekombinowanych (CRF) oraz liczne
unikalne formy rekombinowane (URF) [7]. Najczgséciej wykrywanymi ,,gldwnymi” subtypami
pozostajg subtypy C (23,0%), A (16,7%) oraz B (8,5%). Globalny rozktad geograficzny
subtypéw ewoluuje, co skutkuje wzrostem liczby nowych rekombinantéw. Formy
rekombinowane odpowiadajg aktualnie za 29,0% wszystkich zakazen na §wiecie, a Sam wariant
CRFO01_AE za okoto 9,5% z nich [8]. W Polsce dotychczas najczesciej wykrywanym subtypem
byt wariat B, ktory dotyczyt 85,9% zakazen, ale coraz czgéciej obserwuje si¢ zakazenia
wariantami nie-B [9]. Nalezy podkresli¢, ze migracja ze Wschodu, trwajgca juz od kilku lat, ale
w duzej mierze spowodowana rosyjska inwazja na Ukrainie, wptyneta na zmiang rozktadu
subtypow wirusa HIV-1 w Polsce [10]. Sub-subtyp A6, najczgséciej obserwowany we
Wschodniej Europie [11], w latach 2015-2019 byt wykrywany w naszym kraju u 8,7%

pacjentow [9], jednak odsetek ten stale rosnie.
3.2. Rozwdj lekoopornosci

W leczeniu zakazenia wirusem HIV-1 dazy si¢ do zahamowania replikacji wirusa, ktory
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namnaza si¢ niezwykle szybko i efektywnie, tworzgc nawet 10 miliardow kopii dziennie [12].
Skuteczna terapia antyretrowirusowa (ART) pozwala na obnizenie wiremii do poziomu
niewykrywalnego, co hamuje postep choroby, ogranicza zakazno$¢ oraz zmniejsza ryzyko
powiktan zwigzanych z infekcja HIV [13]. Wyrdznia si¢ kilka grup lekéw, ktére blokuja
enzymy kluczowe dla replikacji wirusa. Najczgséciej stosowane leki nalezg do grup:
nukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy (NRTI), nienukleozydowych
inhibitorow odwrotnej transkryptazy (NNRTI), inhibitorow proteazy (PI) oraz inhibitoréw
integrazy (INSTI). Skutecznos¢ terapii antyretrowirusowej wynika z zastosowania kombinacji
lekow z powyzszych grup, dzieki czemu wirus jest hamowany na wielu poziomach, a ryzyko
rozwoju opornosci jest nizsze [14]. Nalezy jednak pamigta, ze wraz z replikacja wirusa
dochodzi do powstawania wielu mutacji, ktore moga prowadzi¢ do rozwini¢cia lekoopornosci.
Rozwoj oporno$ci na leki antyretrowirusowe wynika z wielu czynnikow, ktére wzajemnie na
siebie oddziatuja. Wsrdd nich znajduja si¢ czynniki zwigzane z samym wirusem, takie jak jego
aktywnos¢ replikacyjna czy szybko$¢ wytwarzania mutacji, ale takze czynniki dotyczace
pacjenta- zmienno$¢ genetyczna gospodarza oraz adherencja do leczenia. Istotne sg rowniez
czynniki zwigzane z lekami- ich skutecznos¢ i bariera genetyczna [15]. Pierwsze mutacje, ktore
pojawiaja si¢ zazwyczaj wskutek btedow odwrotnej transkryptazy, pozwalajg na niskg
replikacje wirusa, jednak kolejne mutacje (wtorne) poprawiaja efektywnos¢ jego namnazania
i prowadza do petnego przetomu wirusowego leczenia [16]. Pod wptywem presji selekcyjnej
leku dochodzi do ewolucji wirusa na poziomie molekularnym, co prowadzi do rozwoju
lekoopornosci. Opornos¢ na leki antyretrowirusowe zwigksza ryzyko kumulacji kolejnych
mutacji 1 transmisj¢ opornych wariantéw wirusa, ale takze wymusza modyfikacj¢ leczenia,
konieczne jest zastosowanie terapii ztozonej z kilku farmaceutykow [17]. Sekwencjonowanie
HIV pozwala wykry¢ mutacje zwigzane z opornoscig na konkretne leki, ktore definiowane sg
przez internetowe algorytmy interpretacyjne. Zdefiniowanie tych mutacji polega na okresleniu
zwigzku miedzy danymi fenotypowymi (zdolno$cig wirusa do replikacji w §rodowisku leku)
a genotypowymi (wynikami sekwencjonowania wirusa HIV) [18]. Genotypowanie wirusa HIV
jest kluczowym badaniem, ktére powinno by¢ wykonywane przed rozpoczeciem leczenia
antyretrowirusowego u pacjentow dotychczas nieleczonych oraz u pacjentow leczonych,
u ktérych wystapito niepowodzenie leczenia, u kobiet w cigzy czy u os6b wznawiajacych
leczenie po przerwie [19]. Nalezy takze zaznaczy¢, ze leki antyretrowirusowe wykazuja rézna
barier¢ genetyczng lekoopornosci, ktora zalezy od ilosci mutacji pozwalajacych wirusowi na
efektywng replikacje, pomimo obecnosci leku. Farmaceutyki pierwszej generacji NNRTI

I INSTI charakteryzuja si¢ niska barierg genetyczna, przez co ryzyko rozwoju opornosci jest
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wysokie nawet przy niewielu mutacjach [20,21].

Mutacje zwigzane z lekoopornoscig dzieli si¢ na mutacje kluczowe (glowne, major) i wtorne
(mniejszosciowe, minor). Mutacje kluczowe w wigkszym stopniu obnizajg wrazliwos$¢ na lek,
ich obecno$¢ czgsto wyklucza uzycie konkretnego leku lub nawet wszystkich lekow z danej
klasy, przyktadowo mutacja Y188L powoduje wysoka oporno$¢ na prawie wszystkie leki
NNRTI [22,23]. Natomiast mutacje mniejszo$ciowe to zmiany, ktore samodziclnie nie
wplywaja na ograniczenie skutecznosci leku, ale moga prowadzi¢ do podwyzszenia opornosci,
gdy wystepuja w towarzystwie mutacji kluczowych. Jak juz wspomniano, mutacje
mniejszosciowe czesto zwiekszaja zdolno$¢ wirusa do replikacji 1 pozwalaja wirusowi
namnaza¢ si¢ mimo obecnos$ci leku [16]. Do wtornych mutacji zalicza si¢ migdzy innymi
zmiany w pozycji G140, ktore samodzielnie redukuja wrazliwo$é na EVG okoto 5-krotnie,
jednak czesto wystepuja w kombinacji z gtdéwnymi mutacjami w pozycji Q148, zmniejszajac
wrazliwo$¢ na wszystkie leki z grupy INSTI o 2-100 razy [24]. Warto wspomnie¢, ze
charakterystyka selekcji mutacji moze si¢ ro6zni¢ si¢ w zaleznosci od subtypu. Dla przyktadu,
mutacja L741 jest powszechnie wykrywana u pacjentow z sub-subtypem A6, co
najprawdopodobniej wynika z efektu zatozyciela, ktory spowodowal jej rozprzestrzenienie

wsrod osob stosujacych narkotyki dozylnie w krajach bytego ZSRR [25].

Mutacje zwigzane z lekoopornoscia moga powstawa¢ de novo, po przyjeciu leku
antyretrowirusowego (lekoopornos¢ wtorna) lub moga by¢ wynikiem opornos$ci przeniesione;j
podczas pierwotnego zakazenia mi¢dzy pacjentami (lekoopornos¢ pierwotna). Mozliwe jest
rowniez nadkazenie wariantem lekoopornym. W wyniku transmisji lekoopornos$ci, osoby
rozpoczynajace leczenie antyretrowirusowe maja podwyzszone ryzyko wystapienia
niepowodzenia wirusologicznego w poréwnaniu do oso6b bez mutacji zwigzanych z opornoscia
[26]. Opornosé¢ przenoszona wystepuje U okoto 8,3-12,2% polskich pacjentow. W przypadku
konkretnych grup lekow, opornos¢ na NRTI wykrywa si¢ u 5,8-11,1% oséb, opornos¢ na
NNRTI u 1,2% pacjentdow, natomiast opornos¢ na Pl u 2,0% badanych [27-29]. Kluczowe
mutacje zwigzane z opornoscig na INSTI nie sg obserwowane, a we wszystkich grupach lekéw
zauwazalna jest tendencja spadkowa w czgsto$ci wystepowania przenoszonych mutacji. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze przytoczone dane obejmuja sekwencje z lat 2008-2015, zatem brakuje
bardziej aktualnych informacji, szczegolnie dotyczacych opornos$¢ na leki wprowadzone po
2015 roku.
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3.3. Opornos¢ na kluczowe leki stosowane w leczeniu antyretrowirusowym wlaczajac

leki dlugodzialajace

Dorawiryna (DOR) nalezy do nienukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy, do
ktorych zaliczamy rowniez newiraping (NVP), efawirenz (EFV), etrawiryng (ETR)
i rylpiwiryne (RPV). Leki pierwszej generacji, NVP i EFV, zostaly zatwierdzone przez
Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA) w latach 1996-1998, jednak mimo swojej
skuteczno$ci wykazuja one niskg barier¢ genetyczng dla rozwoju opornosci oraz posiadaja
szereg dziatan niepozadanych [20]. Z tego wzgledu leki drugiej generacji, ETR oraz RPV, sa
czeSciej stosowane W leczeniu pacjentow zyjacych z wirusem HIV, dodatkowo rylpiwiryna
znalazta zastosowanie w kombinacji z kabotegrawirem jako dtugodziatajaca terapia iniekcyjna
[30]. Najnowszy lek NNRTI, dorawiryna, zostala zatwierdzona przez FDA w 2018 roku.
Charakteryzuje si¢ ona wyzsza bariera genetyczng w poréwnaniu do poprzednich NNRTI,
dzigki czemu moze by¢ stosowana takze u pacjentow uprzednio leczonych [31]. Wykazuje ona
korzystny profil lipidowy i neuropsychiatryczny, moze by¢ przyjmowana niezaleznie od
positku, a liczba interakcji z innymi lekami jest niska [32,33]. Dorawiryna jest dostgpna
w postaci TDF/3TC/DOR do przyjmowania raz na dobe lub jako samodzielna tabletka do
taczenia z innymi lekami antyretrowirusowymi. Badania DRIVE-AHEAD i DRIVE-
FORWARD pokazaty, ze skutecznos¢ DOR jest porownywalna do efawirenzu [23]
i darunawiru wzmacnianego rytonawirem [34]. Ponadto, w poroéwnaniu do pozostatych
NNRTI, zachowuje ona aktywno$¢ wobec powszechnych mutacji zwigzanych z obnizong
wrazliwoscig na te grupe lekow, w tym wariantow K103N, E138K, Y181C i G190A [35-37].
Opublikowane do tej pory badania dotyczace opornosci na dorawiryng wskazuja, ze waha si¢
ona od 0,52% do 4,70% u pacjentow dotychczas nieleczonych [23,38-40] oraz od 5,60% (na
podstawie francuskiego algorytmu ANRS) do 16,0% (na podstawie algorytmu Stanford)
U pacjentow leczonych antyretrowirusowo [41]. Ze wzgledu na brak danych odno$nie
opornosci na DOR wsrod polskich pacjentow, w niniejszej pracy przeprowadzono analize

czesto$ci mutacji zwigzanych z opornoscia na ten lek.

W erze doustnej terapii ART, pomimo skutecznosci schematow dwu- i trojlekowych, przymus
konieczno$¢ codziennego przyjmowania lekow moze zmniejszy¢ poziom adherencji do terapii
prowadzac do niepowodzenia wirusologicznego [42]. Rozwigzaniem tego problemu mogg by¢
dhugodziatajace leki antyretrowirusowe podawane w iniekcjach w okre§lonym odstepie czasu.
Wykazujg one wiele zalet w poréwnaniu ze standardowsg terapig doustng- przy rzadszym
stosowaniu, dobrze zdefiniowanych interakcjach lek-lek i co wazne, wigkszej prywatnosci
I zmniejszeniu stygmatyzacji, wydaja si¢ by¢ atrakcyjng opcja, ktora moze przynie$¢ korzysci
12



pacjentom zyjacym z wirusem HIV [43]. Dlugodziatajacy kabotegrawir (INSTI) i rylpiwiryna
(NNRTI) w iniekcjach to pierwsza dostepna opcja leczenia LAI przyjeta przez FDA w 2021
roku. Moze by¢ podawana co 4 lub 8 tygodni, a jej skutecznosc¢ i bezpieczenstwo potwierdzono
w badaniach ATLAS i FLAIR [44-46]. Nalezy jednak podkresli¢, ze schemat ten jest obecnie
zatwierdzony wytacznie do stosowania w leczeniu podtrzymujacym, u os6b z wiremig HIV
RNA <50 kopii/ml. Dodatkowo, dlugodziatajacy kabotegrawir w formie iniekcji moze by¢
stosowany w profilaktyce przedekspozycyjnej (PrEP), wykazujac lepsza skuteczno$¢
w porownaniu do stosowanego doustnie FTC/TDF [47]. Nowe dane wskazuja na obecnos¢
czynnikow mogacych przyczyniaé si¢ do niepowodzenia wirusologicznego w leczeniu
CAB/RPV. Analiza wieloczynnikowa potwierdzita, ze naleza do nich sub-subtyp A1/AS,
mutacje opornosci na RPV oraz wskaznik masy ciata (BMI) powyzej 30 kg/m? [48].
W przypadku wystgpienia kombinacji co najmniej dwoch z tych czynnikow (Stwierdzona
u 3,4% badanych), ryzyko niepowodzenia wirusologicznego znaczaco wzrastato (25,7%
pacjentow) [48]. Jak juz wczesniej wspomniano, subtyp A (zwlaszcza sub-subtyp A6) jest coraz
czeSciej obserwowany w Polsce, ale takze w Europie [49,50]. Oporno$¢ na RPV jest
wykrywana wsrod 5-7% europejskich pacjentow, a najczestszg mutacjg pozostaje polimorfizm
w pozycji E138 [51-53]. Ponadto, brak jest danych dotyczacych opornosci na kabotegrawir
W populacji polskich pacjentow, co rdéwniez wydaje si¢ by¢ istotnym czynnikiem, potencjalnie
mogacym wpltywaé na skuteczno$¢ opisywanej terapii. Poniewaz dilugodziatajaca terapia
iniekcyjna CAB/RPV jest obecnie wdrazana w praktyce klinicznej w catej Europie, w tym
w Polsce, ocena czgstosci czynnikdw zwigzanych z jej potencjalnym niepowodzeniem

stanowila istotne zagadnienie, ktore zostalo omoéwione w niniejszej pracy.

Inihibitory integrazy, do ktérych nalezy wspomniany kabotegrawir, to kolejna wazna grupa
lekéw, ktéra znaczaco poprawita mozliwosci terapeutyczne w leczeniu zakazenia HIV-1.
Cechuje je wysoka skuteczno$¢, zmniejszona liczba interakcji migdzy lekami oraz szybsze
hamowanie replikacji wirusa w porownaniu do innych grup lekow antyretrowirusowych [54-
57]. Pierwsze zatwierdzone INSTI (raltegrawir i elwitegrawir) charakteryzowaly si¢ nizsza
barierg genetyczng wobec selekcji opornosci [58-60]. Obecnie najczesciej stosowane schematy
terapii antyretrowirusowej obejmuja inhibitory integrazy drugiej generacji, takie jak
dolutegrawir i biktegrawir, ktore posiadaja wyzszg bariera genetyczng i rzadziej prowadza do
lekoopornosci, co zostato udowodnione zaré6wno w badaniach in vitro, jak i w kohortach
rzeczywistych [24,61-63]. Dolutegrawir jest zalecany przez WHO jako schemat pierwszego
rzutu [13], wedtug najnowszego raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia osoby otrzymujace

terapi¢ zawierajaca DTG utrzymuja wysoki poziom supresji (powyzej 90%) [64].
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Jednakze w ostatnim  czasie, wraz z wprowadzeniem i rozszerzeniem stosowania
dhlugodziatajacego kabotegrawiru zarowno w profilaktyce przedekspozycyjnej HIV, jak
I W leczeniu antyretrowirusowym, ktory pomimo wysokiej skutecznosci wigze si¢ z ryzykiem
selekcji opornosci w przypadku niepowodzenia wirusologicznego, zainteresowanie naukowe
opornoscig na INSTI ponownie wzrosto [45,46,65,66]. Ocenia si¢, ze przenoszona opornos$¢ na
inhibitory integrazy wykrywana jest u 0,1-3% dotychczas nieleczonych pacjentow [67-69].
Ostatnie polskie badania wskazuja, ze kluczowe mutacje nie sg obserwowane wsrdd pacjentow,
natomiast mutacje mniejszosciowe, gtownie polimorfizm E157Q, sa wykrywane W okoto
21,5% sekwencji [29]. Badanie opornosci na inhibitory integrazy nie jest rutynowo
wykonywane przed rozpoczeciem leczenia antyretrowirusowego, co ogranicza dostgpnosc¢
danych na ten temat. Istotny pozostaje réwniez fakt, ze od czasu ostatnich publikacji,
zastosowanie inhibitoréw integrazy znaczaco wzrosto oraz nastgpita wyrazna zmiana
w rozktadzie subtypow, co uzasadnia przeprowadzenie analizy czestosci mutacji zwigzanych

z redukcja wrazliwo$ci na INSTI wérod polskich pacjentow, przedstawionej w niniejszej pracy.
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4. CELE PRACY

Celem niniejszej pracy byta ocena czgsto$ci mutacji zwigzanych z lekooporno$cig oraz innych
czynnikéw mogacych potencjalnie przyczynia¢ si¢ do niepowodzenia wirusologicznego
najnowszych lekow stosowanych w leczeniu zakazenia wirusem HIV-1: dorawiryny,

dhugodziatajacego kabotegrawiru i rylpiwiryny oraz inihibitorow integrazy.

e Analiza czestosci wystepowania mutacji zwigzanych z oporno$cig na dorawiryng oraz
poréwnanie jej Z mutacjami obnizajgcymi wrazliwos¢ na inne leki z grupy NNRTI wsrod

pacjentow dotychczas nieleczonych i leczonych.

e Oszacowanie czestosci wystepowania czynnikow wirusologicznych, ktére moga
ogranicza¢ rzeczywista skuteczno$¢ dlugodziatajacej terapii  kabotegrawirem
I rylpiwiryng- mutacji zwigzanych z opornoscig na CAB i RPV oraz sub-subtypu Al/A6

U pacjentow nieleczonych i leczonych.

e Ocena czestosci 1 trenddw czasowych mutacji zwigzanych z oporno$cig na inhibitory
integrazy wsrod pacjentow, ktorzy nie rozpoczgli leczenia antyretrowirusowego.
Dodatkowo poddano analizie klastrowanie mutacji oraz trendy czasowe w rozktadzie

subtypow.
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5. MATERIAL | METODYKA
5.1. Material badawczy
5.1.1. Pobrania z lat 1997-2020

Klinika Choréb Zakaznych, Tropikalnych i Nabytych Niedoborow Immunologicznych
dysponuje sekwencjami wirusa HIV-1 uzyskanymi od pacjentow wiaczonych do leczenia od
1997 roku. Dane pochodza ze Szczecina, Biategostoku, Bydgoszczy, Chorzowa, Gdanska,
Krakowa, Lodzi, Opola, Poznania, Wroctawia oraz Zielonej Gory. Sekwencje proteazy,
odwrotnej transkryptazy oraz integrazy wraz z danymi klinicznymi zostaly wykorzystane do
stworzenia grupy badanej, co pozwolito na lepsze okreslenie trendow lekoopornosci wirusa
HIV-1 w populacji polskiej, wsroéd pacjentow dotychczas nieleczonych i leczonych. Od
kwietnia 1997 roku do wrzes$nia 2020 roku pozyskano 4102 sekwencje proteazy i odwrotnej
transkryptazy (PR/RT) oraz 1341 sekwencji integrazy (INT).

5.1.2. Nowe pobrania od 2020 roku

Ze wzgledu na brak narodowego programu nadzorowania lekoopornosci wirusa HIV-1,
materiat do badania pozyskiwano na zlecenie lekarzy z osrodka szczecinskiego oraz innych
wspomnianych polskich placowek. Krew pobierano podczas pierwszej wizyty w poradni lub
w trakcie hospitalizacji, przed wiaczeniem terapii ART. U pacjentow bedacych juz w trakcie
leczenia, probki pobierano podczas rutynowej wizyty w poradni. Badany materiat stanowita
krew pobrana na EDTA, z ktorej po odwirowaniu uzyskiwano osocze. Dodatkowo osrodki
udostepnialy dane kliniczne dotyczace wystanych probek. Od pazdziernika 2020 roku do

czerwca 2024 roku wyizolowano 2304 sekwencje PR/RT oraz 870 sekwencji INT.
5.1.3. Grupy badane

W przypadku kazdej publikacji grupy badane zostaty dobrane w sposéb umozliwiajacy analize
danych na jak najliczniejszym zbiorze pacjentow, z jednoczesnym zachowaniem wymaganych
kryteriow (podziat na osoby dotychczas nieleczone i leczone, dostgpna sekwencja PR/RT i/lub

INT oraz dane kliniczne).

a) Publikacja nr 1. Niska czg¢sto$¢ mutacji zwigzanych z opornoscig na dorawiryne wsrod

polskich pacjentow zyjacych z wirusem HIV-1.

Ze wzgledu na fakt, Zze dorawiryna jest lekiem zatwierdzonym w 2018 roku, do badania
wlaczono pacjentow przyjetych do opieki w okresie pigciu lat, od 2015 do 2019 roku. Analiza
obejmowata sekwencje PR/RT pochodzace od 1760 oséb dotychczas nieleczonych oraz 200

pacjentoOw leczonych antyretrowirusowo.
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b) Publikacja nr 2. Czestos¢ czynnikow genotypowych potencjalnie zwigzanych
Z niepowodzeniem wirusologicznym leczenia kabotegrawirem 1 rylpiwiryng wsrod

pacjentéw nieleczonych oraz leczonych antyretrowirusowo zyjacych z wirusem HIV-1.

Biorac pod uwagg, ze badanie lekoopornosci byto zlecane na wniosek lekarzy, co mogto
prowadzi¢ do niewielkiej preselekcji w doborze pacjentow, do badania wigczono sekwencje
uzyskane w latach 1997-2021. Analizowana grupa obejmowata 4649 pacjentow, od ktorych
pozyskano 4809 sekwencji PR/RT, 4122 dotychczas nieleczonych oraz 697 leczonych. Ponadto
dla 1217 os6b z sekwencjami PR/RT uzyskano réwniez sekwencje INT, 942 pochodzace od
pacjentow dotychczas nieleczonych 1 275 pochodzace od pacjentow leczonych

antyretrowi rusowo.

c) Publikacja nr 3. Czestos¢ gldéwnych mutacji zwigzanych z przenoszong oporno$cig na

inhibitory integrazy w Polsce pozostaje niska pomimo zmiennosci subtypu.

W ostatnich latach obserwuje si¢ coraz szersze stosowanie inhibitorow integrazy oraz znaczgca
zmiang w rozktadzie subtypéw w Polsce. Ponadto, ostatnia polska publikacja dotyczaca
oporno$ci na inhibitory integrazy obejmowata sekwencje z lat 2010-2015. Z tego wzgledu do
niniejszej analizy wlaczono 882 osoby dotychczas nieleczone, przyjete do opieki w latach
2016-2023, od ktorych uzyskano sekwencje INT.

5.2. Metodologia
5.2.1. lzolacja HIV-RNA

Materiat do izolacji RNA wirusa HIV-1 stanowito 600 pul osocza, ktore zostalo odwirowane
w temperaturze 4°C przy predkosci 21 000-25 000 x g przez 1 godzing celem zebrania osadu
oddzielonego od nadmiaru osocza. Do dalszego etapu izolacji probek pobranych do roku 2022
uzyto komercyjnego zestawu Viroseq kit (wersje 2.8 i 2.9, Abbott Molecular, Abbott Park,
[llinois, USA), natomiast material pobrany od 2023 roku wyizolowano przy uzyciu zestawu
QIAamp® Viral RNA Mini Kit.

5.2.2. Sekwencjonowanie regionu PR/RT i INT

Do przeprowadzenia sekwencjonowania regionu proteazy i odwrotnej transkryptazy,
obejmujgcego 1302 pary zasad, w probkach pobranych do 2022 roku, uzyto zestawu Viroseq
(wersje 2.8 i 2.9, Abbott Molecular, Abbott Park, Illinois, USA), natomiast od roku 2023
uzywano zestawu DeepChek® Assay PROTEASE/REVERSE TRANSCRIPTASE Genotyping
and Drug Resistance. Reakcje sekwencjonowania Sangera przeprowadzono na analizatorze

genetycznym ABI 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Uzyskane sekwencje
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analizowano za pomoca oprogramowania ViroSeq® HIV-1 Genotyping Software v3.0,

dotaczonego do zestawu Viroseq.

Do sekwencjonowania regionu integrazy obejmujacego 866 par zasad, w przypadku materiatu
pobranego do 2022 roku, stosowano metodg opisang przez profesor Kristel Van Laethem i wsp.
[70]. Probki pobrane od 2023 roku byly sekwencjonowane z uzyciem zestawu DeepChek®
Assay INTEGRASE Genotyping and Drug Resistance. Sekwencjonowanie metoda Sangera
przeprowadzono na analizatorze genetycznym ABI 3500. Do analizy uzyskanych sekwencji (ze
wszystkich lat) uzyto narzedzia internetowego Recall (https://recall.bccfe.ca).

5.2.3. Ocena subtypu

Do wstegpnej oceny subtypow wirusa HIV skorzystano z gotowych algorytmow internetowych:
REGA HIV-1 Subtyping Tool, COMET- COntext-based Modeling for Expeditious Typing,
Stanford HIVVdb Subtyping Tool oraz BLAST- The Basic Local Alignment Search Tool. W celu

potwierdzenia sub-subtypow oraz form rekombinowanych zastosowano analiz¢ filogenetyczna.

W przypadku publikacji nr 2, ,,Czestos¢ czynnikéw genotypowych potencjalnie zwigzanych
z niepowodzeniem wirusologicznym leczenia kabotegrawirem i rylpiwiryng wsrod pacjentow
nieleczonych oraz leczonych antyretrowirusowo zyjacych z wirusem HIV-1” wszystkie
sekwencje wyrownano do kodondéw przy uzyciu narzgdzia Clustal Omega, a nastepnie recznie
edytowano przy pomocy programu MEGAT11. Ostateczne wyréwnanie sktadato si¢ z 4809
sekwencji, ktore odpowiadaja pozycjom nukleotydow 2253-3554 i 4230-5096 genomu
referencyjnego HXB2. Poczatkowej analizy subtypéw dokonano przy uzyciu internetowych
algorytméw REGAv3, COMETV2 oraz narzedzia do subtypowania Stanford. Sub-subtypy
A potwierdzono przez rekonstrukcje drzewa fiologenetycznego. Model GTR + 1+ G z czterema
kategoriami gamma zostal wybrany jako optymalny dla analizowanego zestawu danych przy
uzyciu aplikacji ModelFinder zaimplementowanej w oprogramowaniu 1Q-Tree. Zestaw danych
referencyjnych (subtypy A-K grupy M i rekombinanty) pobrany z bazy Los Alamos HIV
Database zostal potaczony z wyréwnaniem, a rekonstrukcja filogenetyczna zostata
przeprowadzona w programie 1Q-Tree. Wsparcie dla galezi zostalo oszacowane przy uzyciu

metody Bootstrap ultrafast dla 1000 replikacji drzew.
5.2.4. Ocena lekoopornosci i klastrowania mutacji

W celu oceny lekoopornosci skorzystano z internetowego narzedzia Stanford HIV Drug
Resistance Database, ktore analizuje sekwencje genomowe wirusa HIV-1 i identyfikuje

mutacje zwigzane z opornoscig wirusa na leki. Badania in vitro i in vivo pomagajg okreslic¢,
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W jakim stopniu kazda mutacja wplywa na opornos$¢. Mutacjom przydzielane sg punkty

istotnosci- im wyzsza punktacja, tym wiekszy wptyw mutacji na obnizenie wrazliwos$ci na lek.

Baza Stanford wyraza oporno$¢ na leki w dwoch formach: poziomie opornosci (resistance
level) i sumarycznej liczbie punktow przypisanych do wszystkich mutacji w analizowanej
sekwencji (resistance score). Istnicje pie¢ poziomoéw opornosci: 1- wrazliwy, 2- potencjalnie
niski, 3- niski, 4- $redni, 5- wysoki. Jesli catkowita punktacja mutacji wynosi ponizej 10 to
sekwencja uznawana jest za wrazliwa, przy 10-14 punktach méwimy o potencjalnie niskiej

opornosci, przy 15-29 o niskiej, przy 30-59 o $redniej i > 60 o opornosci wysokiej.

Dodatkowo postuzono si¢ lista mutacji stworzong przez International Antiviral Society-USA
(IAS-USA), ktora jest cyklicznie aktualizowana i wskazuje mutacje kluczowe i mniejszosciowe

dla kazdego leku.

W ramach niniejszej pracy analizowano réwniez czestos¢ mutacji, ktore wedtug wymienionych
algorytmow, wystepujac samodzielnie, nie s3 zwigzane z lekoopornoscia, jednak liczne badania

wykazaty, ze w potaczeniu z mutacjami kluczowymi obnizaty wrazliwos¢ na wybrane leki.

Ponadto, w publikacji nr 3, ,,Czestos$¢ gldownych mutacji zwigzanych z przenoszong opornoscia
na inhibitory integrazy w Polsce pozostaje niska pomimo zmiennosci subtypu”, 0oceniono
klastrowanie mutacji przy pomocy analizy filogenetycznej. Zbadane zostaty sekwencje
Z subtypem B i A6, pozostale subtypy zostaty odrzucone ze wzglgedu na matlg liczebnosc¢.
Badany fragment genu pol wirusa HIV-1 obejmowat region integrazy (nukleotydy 4230-5096
wedlug genomu referencyjnego HXB2). Sekwencje zawierajace wigcej niz 5%
niejednoznacznych zasad zostaly wykluczone, co dato ostatecznie 605 sekwencji subtypu B
i 205 sub-subtypu A6. Do wyrownania badanych sekwencji wzglgdem sekwencji referencyjnej
K03455.1 (HXB2) zastosowano program Clustal Omega. Nastepnie drzewa maksymalne;
wiarygodno$ci zostaty skonstruowane w programie IQ-TREE, wykorzystujac model
ewolucyjny GTR. Klastry transmisji mutacji zidentyfikowano w programie ClusterPicker
v1.332 z progiem odleglosci genetycznej 0,015 i wsparciem gatezi >0,90, zgodnie
Z przyblizonym testem stosunku prawdopodobienstwa Shimodairy-Hasegawy (SH-aLRT).

Drzewa zostaty przedstawione w programie iTOL.
5.2.5. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano oprogramowanie Statistica™ 13.1 (Statsoft, Warszawa,
Polska) oraz program R w wersji 4.4.0. Do poroéwnania zmiennych nominalnych uzyto testu
chi-kwadrat, a do analizy danych cigglych zastosowano test Manna-Whitney’a. Aby poréwnaé

oporno$¢ na leki miedzy pacjentami leczonymi i nieleczonymi wykorzystano test Fisher’a,
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natomiast do przedstawienia rozktadu mutacji 1 subtypOw na przestrzeni lat uzyto regresji

logistycznej.
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6. OMOWIENIE | DYSKUSJA PRAC WCHODZACYCH W SKLAD
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

6.1. Publikacja nr 1.

Niska czesto$¢ mutacji zwigzanych z opornoscia na dorawiryne wsréd polskich pacjentow

zyjacych z wirusem HIV-1.

Gltéwnym celem niniejszej pracy byto okreslenie czgsto$ci mutacji zwigzanych z opornoscia na
dorawiryn¢ wsrdd pacjentow dotychczas nieleczonych i leczonych. Dodatkowo oszacowano
czestos¢ wariantow zmniejszajaCych wrazliwo$¢ na inne leki z grupy nienukleozydowych
inhibitorow odwrotnej transkryptazy oraz poréwnano je z mutacjami zwigkszajacymi opornos$¢

na dorawiryne.

Badanie obejmowato dwie grupy badane- pacjentow nieleczonych (1760 0sob) oraz pacjentow
poddanych leczeniu (200 osob), od ktorych uzyskano materiat w latach 2015-2019 w o$miu
polskich osrodkach. Analizowane dane obejmowaty pte¢, wiek w momencie pozytywnego testu
HIV-1, wiremi¢ oraz liczbe komdrek CD4 przy rozpoznaniu. Izolacje RNA wirusa HIV-1,
sekwencjonowanie regionu proteazy i odwrotnej transkryptazy oraz analize uzyskanych

sekwencji wykonano przy uzyciu metod przedstawionych w punkcie 5.2 Metodologia.

W grupie pacjentéw nieleczonych 87,6% badanych stanowili mezczyzni z mediang wieku 34
lata (IQR 28-40). Wigkszos¢ osob posiadato subtyp B (86.6%), a drugim najczestszym byt
subtyp A (9,5%). Biorac pod uwage mutacje zwigzane z opornoscig na wszystkie leki z grupy
NNRTI, pacjenci wykazujacy opornos¢ srednia i wysoka byli starsi w porownaniu do osob
z kompletng wrazliwoscia na te leki. Ponadto warianty obnizajace wrazliwo$¢ na efawirenz,
newiraping i rylpiwiryn¢ byly czestsze wsrod kobiet niz mezczyzn (odpowiednio 4,1% vs 1,1%,
p = 0,0005; 4,6% vs 1,6%, p = 0,005 oraz 8,2% vs 5,0%, p = 0,050). Mediana liczby komorek
CD4 byta nizsza wérod pacjentow z opornoscia na RPV w odniesieniu do oséb bez mutacji

powiazanych z tym lekiem (344 vs 420,5 komoérek/pL).

Wisrod pacjentow leczonych mediana wieku wynosita 37 lat (IQR 33-45), a 61,5% badanych
stanowili m¢zczyzni. Najczestszy byt subtyp B (75,5%), natomiast drugim pod wzgledem
czestosci byt subtyp D (15,5%). Osoby wykazujace srednig i wysoka opornos$¢ na etrawiryne
byty starsze w porownaniu z osobami o peilnej wrazliwosci na ten lek. Dodatkowo pacjenci
z wiremig powyzej 5-log kopii/mL wykazywali wigksza opornos¢ na ETR w poréwnaniu do
0s0b z wiremig ponizej 5-log kopii/mL (p = 0,020). Mediana liczby komérek CD4 byta nizsza
wsrod pacjentow posiadajgcych mutacje zwigzane z opornoscig na DOR, EFV, NVP i ETR
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W odniesieniu do 0s6b bez mutacji na te leki.

Pod wzgledem czestosci mutacji, oporno$¢ na jakikolwiek lek NNRTI wykryto u 165
pacjentow (8,42%), wsrod ktorych 105 (5,97%) byto dotychczas nieleczonych, a 60 (30,00%)
leczonych. Opornos¢ na dorawiryne (przynajmniej jedna mutacja obnizajaca wrazliwos¢ na
DOR) rozpoznano u 32 (1,62%) osob- 13 (0,74%) nieleczonych i 19 (9,50%) leczonych. Liczba
sekwencji pochodzacych od pacjentéw dotychczas nieleczonych z jedna, dwoma, trzema lub
czterema mutacjami wynosita odpowiednio 4 (0,23%), 6 (0,34%), 2 (0,11%) 11 (0,06%). Wsrod
pacjentéw leczonych byty to 1 (0,50%), 5 (2,50%), 9 (4,50%) i 3 (1,50%) sekwencje. Ponadto
1 (0,50%) osoba leczona posiadata 5 mutacji. Bioragc pod uwage wszystkie mutacje zwigzane
Z obnizeniem wrazliwo$ci na DOR, u pacjentéw nieleczonych najczestsze byty warianty A98G
oraz K101E (po 3; 0,2% kazdy), natomiast wsrod osob poddanych leczeniu byty to mutacje
L1001 (4; 2,0%), K101E, V108I, H221Y oraz P225H (po 3; 1,5% kazda). W przypadku innych
lekow z grupy NNRTI, najczestszymi mutacjami powodujacymi opornos¢ wsrod pacjentow
dotychczas nieleczonych i leczonych byty odpowiednio E138A/G/K/Q (83; 4,7% i 15; 7,5%),
K103N (10; 0,6% i 36; 18,0%) oraz Y181C/I (5; 0,3% i 13; 6,5%).

W pracy poréwnano takze liczbe pacjentow ze $rednig i wysoka oporno$cig na dorawiryng do
liczby 0s6b z opornoscig na inne leki NNRTI. Wsrod pacjentow nieleczonych mutacje
determinujace oporno$¢ na DOR (13; 0,7%) byly rzadsze w poréwnaniu z mutacjami
zwigzanymi z NVP (36; 2,1%; p = 0,0013), RPV (95; 5,4%; p < 0,0001) oraz EFV (26; 1,5%;
p = 0,052). Ponadto, czesto$¢ wariantdow zwigzanych z opornoscig na RPV byla wyzsza
W poroéwnaniu do mutacji obnizajacych wrazliwos¢ na EFV (p < 0.0001), ETR (23; 1,3%j;
p < 0.0001) i NVP (p <0.0001). U pacjentéw leczonych mutacje powodujace opornos¢ na DOR
(19; 9,5%) wystepowaty rzadziej niz mutacje zwigzane z obnizeniem wrazliwosci na EFV (51;
25,5%; p < 0.0001) i NVP (52; 26,0%; p < 0.0001). Dodatkowo, mutacje wptywajace na
skuteczno$¢ ETR (24; 12,0%) byly rzadziej obserwowane w poréwnaniu do wariantow
zwigzanych z oporno$cig na EFV (p = 0,0001) i NVP (p < 0.0001). Zanotowano réwniez
wyzszg liczbe mutacji dla NVP w poréwnaniu do mutacji dla RPV (38; 19,0%; p < 0.0001).

Omawiana praca jest pierwszym polskim badaniem oceniajagcym oporno$¢ na dorawiryng
w duzej grupie pacjentow, zardéwno dotychczas nieleczonych i leczonych. Czesto$¢ mutacji
zwigzanych z obnizeniem wrazliwosci na DOR jest niska (<2%), zwlaszcza wsrod osob
nieleczonych (0,74%). Korzystny profil opornosci pozwala stwierdzi¢, ze zastosowanie
dorawiryny w pierwszorazowym schemacie terapii ,rapid” nie wymaga wykonywania

genotypowania przed wprowadzeniem leczenia antyretrowirusowego.
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W badaniu klinicznym DRIVE-FORWARD obejmujgcym 382 pacjentow bez wprowadzonego
leczenia, niepowodzenia terapii wystapito jedynie u dwoch osoéb (0,52%) na skutek pojawienia
si¢ mutacji opornosci na NNRTIL, z selekcja wariantow V1061/H221Y/F227C oraz
V106A/P225Y/H [39]. W badaniu DRIVE-AHEAD 7 z 364 pacjentow (1,92%)
z niepowodzeniem wirusologicznym (zgodnie z protokotem) wykazywato mutacje zwigzane
Z opornoscig na dorawiryne (Y 188L, Y318F, V106I+F227C, V1061+H221Y+F227C, F227C,
V106A+P225H+Y318F oraz V106M/T+F227C/R) [23]. Podobnie do danych przedstawionych
W niniejszej pracy, mutacje opornosci na DOR w badaniach DRIVE wystepowaty rzadko,
anajczestszg z nich byta V106A, obecna u jednego (0,06%) pacjenta poddanego leczeniu.
Mutacja V1061 byta obserwowana u 71 (4,03%) dotychczas nieleczonych i 5 (2,50%)
leczonych 0s6b, ale ze wzgledu na niska punktacje przypisang przez algorytm Stanford nie byta
ona analizowana w naszym badaniu. Soulie i wsp., opierajac si¢ na algorytmie ANRS z 2017
roku, wykryli opornos¢ na DOR u 142 z 9764 (1,4%) pacjentow bez wlaczonego leczenia
antyretrowirusowego, co stanowi wyzszy odsetek w poréwnaniu do naszego badania (0,7%)
[40]. Najczesciej wykryte mutacje w przytaczanym badaniu Soulie i wsp. obejmowaty V1081
(0,6% vs 0,1% w niniejszej pracy), Y 188L 1 Y318F po 0,2% kazda (vs brak w naszym badaniu),
H221Y (0,2% vs 0,1%).

W przypadku oporno$ci na inne leki NNRTI, pacjenci dotychczas nieleczeni, w naszej pracy
czesciej wykazywali opornos¢ na RPV (5,4%) niz na inne leki z tej grupy, co wynikato
Z obecnosci mutacji E138A, ktora zmniejsza wrazliwo$¢ na RPV dwukrotnie. W badaniu
przeprowadzonym przez Soulie i wsp. oporno$¢ na RPV wykryto w 9,9% analizowanych
sekwencji. W innej analizie tej samej autorki, obejmujacej 9199 pacjentéw, opornos¢ na DOR
u osob leczonych cART wykryto u 1468 (16,0%) badanych (wedtug algorytmu Stanford), co
rowniez jest wyzsza warto$cia w porownaniu z wynikami niniejszego badania (9,5%) [41].
Najczestszg mutacjag wsrdd leczonych osob w naszej pracy byta K103N, ktora powoduje
wysoka oporno$¢ na NVP (26,0%) i EFV (25,5%), ale nie wptywa na wrazliwo$¢ na pozostate
leki NNRTI [71,72]. Jednakze, inne analizy pokazujg, ze az 80% pacjentow, u ktorych doszto
do niepowodzenia terapii NVP lub EFV, rozwija mutacje NNRTI, co moze wplywaé na
skuteczno$¢ lekow drugiej generacji [73]. Ponadto, u oséb wznawiajacych leczenie NVP lub
EFV po przerwie, oporno$¢ obserwowano u 21% pacjentow w porownaniu do 8% wsrod osob

stosujacych je po raz pierwszy [74].

Podsumowujac, mutacje zwigzane z niepowodzeniem wirusologicznym w przypadku terapii

zawierajacych dorawiryng wystepowaty rzadko zaréwno w grupie pacjentoOw nieleczonych, jak

I poddanych leczeniu (99,3% vs 90,5% o0sob z pelng wrazliwos$cig na DOR). W obu grupach
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zanotowano nizszg cze¢sto$¢ opornosci na dorawiryne w poréwnaniu z innymi lekami NNRTI,
co uzasadnia jej zastosowanie u pacjentOw nieleczonych oraz stanowi atrakcyjng opcje ze
wzgledu na wyzszg barierg genetyczng opornos$ci u pacjentéw wczesniej poddanych leczeniu

CART.
6.2. Publikacja nr 2.

Czestos¢ czynnikow genotypowych potencjalnie zwiazanych z niepowodzeniem
wirusologicznym leczenia kabotegrawirem i rylpiwiryna wsréd pacjentow nieleczonych

oraz leczonych antyretrowirusowo zyjacych z wirusem HIV-1.

W zwigzku z identyfikacja czynnikéw, ktore mogg potencjalnie przyczyniaé si¢ do
niepowodzenia leczenia dlugodziatajaca iniekcyjng terapig kabotegrawirem i rylpiwiryna,
W niniejszej pracy postanowiono oceni¢ czgsto$¢ wystepowania tych czynnikdéw (mutacji
opornosci na RPV i CAB oraz sub-subtypéw A1/A6) wsrod polskich pacjentow przed

podjeciem leczenia ART oraz pacjentow leczonych.

Do badania wtaczono 4649 pacjentdw objetych opieka w 11 polskich osrodkach w latach 1997-
2021, od ktorych uzyskano 4809 sekwencji PR/RT- 4122 od pacjentéw nieleczonych oraz 697
od pacjentow przyjmujacych ART. Od niektérych badanych material byt pobierany
kilkukrotnie, z tego wzgledu 252 sekwencje od 92 pacjentow byty wlaczone do obu grup (64

dotychczas nieleczonych i 188 leczonych).

W obu grupach wigkszo$¢ stanowili mezczyzni (85,08% wsérod pacjentow bez leczenia vs
68,41% wsrod osob leczonych) z mediang wieku odpowiednio 34 (IQR 28-41) oraz 39 (IQR
34-46) lat. Dodatkowo, dla 1217 sekwencji PR/RT uzyskano sekwencje integrazy- 942
pochodzace od pacjentéw nieleczonych (81,95% mezczyzn, mediana wieku 35, IQR 29-42)
i 275 leczonych (61,45% mezczyzn, mediana wieku 40, IQR 35-47).

Wsrod sekwencji PR/RT dominujacy byt subtyp B (83,02% u pacjentow bez leczenia vs
81,80% u pacjentéw leczonych). Wsrdd osob nieleczonych drugim najczestszym byt subtyp
A(11,89% vs 6,11% leczeni, p < 0,001), natomiast wsrod pacjentow leczonych subtyp
D (7,28% vs 1,33% u 0s6b bez leczenia, p < 0,001). Dla subtypu A czgsto$¢ sub-subtypow A3,
Al 1 A6 wsrod osob przed wiaczeniem ART wynosita odpowiednio 0,07%; 0,58%; 11,24%;
natomiast wérdd pacjentéw leczonych bylo to 0,00%; 1,02% oraz 5,09%. Z pozostatych
subtypow, subtyp C stwierdzono u 1,14% pacjentow dotychczas nieleczonych i 2,33%
pacjentéw leczonych (p=0,011), subtyp Gu 0,17% vs 0,73% (p = 0,007) oraz subtyp F u 0,19%
vs 0,15% (p = 0,785). Rekombinowane formy stwierdzono u 2,26% pacjentow bez ART

i 1,60% pacjentow wczesniej leczonych (p = 0,274), z czego najczgscie] wystgpowaly
24



CRF02_AG (0,61% vs 0,58%, p = 0,940) oraz CRFO1_AE (0,44% vs 0,29%, p = 0,583).

Dodatkowo oceniono rozktad subtypow w czasie. W latach 1997-2009 liczba sekwencji byta
niska, zatem niemozliwe bylo poréwnanie czgstosci subtypow. Jednakze, wérdd pacjentow
nieleczonych czgsto$¢ subtypu B spadia z 89,64% w latach 2010/2011 do 67,75% w latach
2020/2021 (p < 0,001). Jednocze$nie, w latach 2010/2011 czestos¢ sub-subtypow A1/A6
wzrosta z 55,17% subtypoéw non-B do 87,45% w 2020/2021 (p < 0,001). Wsrdod pacjentow
przyjmujacych ART czestos¢ subtypu B w latach 2010/2011 i 2020/2021 byla podobna
(78,87% vs 77,14%; p = 0,786), jednakze sub-subtypy A1/A6 wystepowaly czgsciej w latach
2020/2021 (33,33% subtypow non-B vs 62,50%; p = 0,076).

Dla sekwencji PR/RT/INT subtyp B byt rowniez najczgstszy (73,67% wsrod osob dotychczas
nieleczonych vs 72,36% u oséb leczonych; p = 0,666). Sub-subtyp A6 wsrod pacjentow bez
leczenia i leczonych byt obserwowany u odpowiednio 16,03% i 8,00% oséb (p < 0,001),
sposrod ktorych czgstos¢ sub-subtypow A3, Al i A6 wsrdd pacjentow dotychczas nieleczonych
wynosita 0,11%; 0,74% oraz 15,18%, natomiast wérod osob leczonych byto to odpowiednio
0,00%; 1,81% i 6,19%. Cze¢stos¢ wystepowania pozostatych subtypow byla nastgpujaca:
D (3,93% u pacjentow przed leczeniem vs 13,09% u leczonych; p <0,001), C (1,70% vs 2,18%;
p = 0597), G (0,53% vs 1,45%; p = 0,116) oraz F (0,11% vs 0,36%; p = 0,354).
Rekombinowane formy stwierdzono u 4,03% pacjentow nieleczonych i 2,55% pacjentow
leczonych (p = 0,250), z czego najczesciej wystepowalty CRF_02AG (0,96% u nieleczonych vs
0,73% u leczonych; p = 0,725) oraz CRFO1_AE (0,21% vs 0,36%; p = 0,656). Ze wzgledu na
matg liczbe sekwencji PR/RT/INT w latach 2010/2011, poréwnanie czesto$ci subtypow

Z latami 2020/2021 nie zostato przedstawione.

Ogolnie, w 4809 sekwencjach PR/RT, oporno$¢ na RPV (przynajmniej jedna mutacja
opornosci na RPV, kluczowa i/lub mniejszo$ciowa) odnotowano u 243 (5,89%) pacjentow
dotychczas nieleczonych i 100 (14,56%) leczonych (p < 0,001). Wéréd nich odpowiednio 22
(0,53%) 1 3 (0,44%) sekwencje nalezaty do sub-subtypu A6. Uwzgledniajac wszystkie mutacje
(kluczowe i mniejszos$ciowe), najczestszymi mutacjami opornosci na RPV wsrdod pacjentow
nieleczonych byty E138A/G/K/Q (5,12%), Y181C/1 (0,44%), K101E/P (0,32%) oraz H221Y
(0,17%), natomiast wsrdd pacjentow poddanych leczeniu byty to E138A/G/K/Q (6,84%),
Y181C/l (4,66%), KI101lE/P (2,47%) oraz L1001 (1,60%). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w czgsto$ci wystepowania mutacji RPV wsrod subtypow A i B zardwno
w grupie pacjentow nieleczonych (4,90% vs 6,69%; p = 0,131), jak i leczonych (19,05% vs
19,61%; p = 0,934), jednakze u pacjentéw leczonych ART polimorfizm G190S czgsciej

25



obserwowano w subtypie A (konkretnie A6) niz w subtypie B (12,50% vs 0,71%; p < 0,001).
Z uwagi na rzadko$¢ wystepowania pozostatych subtypow, nie przedstawiono dla nich
wzorcow mutacji. Dodatkowo oceniono rozktad mutacji w czasie dla pacjentow bez
wlaczonego leczenia i leczonych. Nie odnotowano statystycznie istotnych réznic w czgstosci
opornosci na RPV ani w najczestszych mutacjach pomigdzy latami 2010/2011 a 2020/2021

zarOwno w grupie pacjentow nieleczonych, jak i leczonych.

W zestawie danych zawierajacym 1217 sekwencji PR/RT/INT, oporno$¢ na RPV obserwowano
u 62 (6,58%) pacjentow nieleczonych i 42 (15,27%) pacjentow leczonych (p < 0,001);
odpowiednio 9 (0,95%) i 1 (0,36%) z nich posiadato sub-subtyp A6. Najczgstszymi RPV RAMSs
wérod pacjentdéw nieleczonych antyretrowirusowo byly E138A/G/K/Q (5,73%), Y181C/I
(0,42%), K101E/P (0,21%) oraz L1001 (0,11%), natomiast wsrod pacjentéw leczonych byty to
Y181C/l (6,91%), E138A/G/K/Q (6,55%), K101E/P (2,94%) oraz L100I (1,82%). Opornos¢
na CAB wykryto u 12 (1,27%) pacjentow przed leczeniem i 40 (14,54%) poddanych leczeniu
(p < 0,001); odpowiednio 1 (0,11%) i 2 (0,73%) z nich posiadato sub-subtypy A1/AG6.
Najczestszymi mutacjami zwigzanymi z oporno$cig na CAB wsérod pacjentow dotychczas
nieleczonych byty R263K (0,64%), E138A/K/T (0,42%), G140C/R/S oraz Q148H/R (po 0,21%
kazda), natomiast wsrdd pacjentow leczonych byly to N155H (7,27%), Q148H/R (4,73%),
G140C/R/S (4,36%) oraz E138A/K/T (2,18%). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czestosci wystepowania CAB RAMs w subtypach A i B zarowno w sekwencjach bez
wigczonego leczenia (0,66% vs 1,15%; p = 0,595), jak i u pacjentow leczonych (13,64% vs
16,08%; p = 0,766). Ponadto oceniono rozktad mutacji w czasie dla RPV-oraz dla CAB.
W przypadku pacjentow dotychczas nieleczonych nie odnotowano statystycznie istotnych
rdéznic w czestosci opornosci na RPV ani najezestszych mutacji pomiedzy latami 2010/2011
a2020/2021. Wsrod pacjentdéw leczonych w latach 2010/2011 22,22% sekwencji byto
opornych na RPV, a najczestszg mutacja byta Y181C (37,50%) w poréwnaniu do 13,58% (p =
0,355) sekwencji opornych na RPV, z najczestsza mutacja E138A/G/K/Q (réwniez 37,50%)
w latach 2020/2021. W latach 2010/2011 nie odnotowano opornosci na CAB wsrod pacjentow
bez leczenia, w porownaniu do 0,57% pacjentéw opornych na CAB, z G140S i Q148H jako
jedynymi dwoma mutacjami opornosci w latach 2020/2021. Wsrod pacjentéw leczonych
22,22% sekwencji z lat 2010/2011 byto opornych na CAB, z N155H jako najczgstsza mutacja
(40,00%) w porownaniu do 9,88% (p = 0,147) pacjentow opornych na CAB, z G140S
i Q148H/R (po 26,67% kazda) w latach 2020/2021.

Biorac pod uwage wszystkie mutacje RPV (kluczowe i mniejszosciowe) W zbiorze sekwencji
PR/RT, 17,18% pacjentow dotychczas nieleczonych i 20,23% leczonych (p = 0,052) miato
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jakikolwiek z dwoch czynnikoéw zwigzanych z niepowodzeniem terapii (RPV RAMs i/lub sub-
subtyp A1/A6), ale tylko 0,53% i 0,44% sekwencji miato oba czynniki (p = 0,743).

Wsrod sekwencji PR/RT/INT przynajmniej jeden czynnik z trzech czynnikow potencjalnie
predysponujacych do niepowodzenia leczenia (RPV RAMs i/lub CAB RAMs i/lub sub-subtyp
A1/AB6) obserwowano u 22,61% os6b bez leczenia i 33,09% leczonych pacjentow (p < 0,001).
Jakiekolwiek dwa z trzech czynnikow wystepowaty u 1,17% 14,36% os6b (p < 0,001), podczas
gdy wszystkie trzy czynniki wykryto u jednego (0,36%) pacjenta leczonego.

Omawiana praca przedstawia dane na temat cze¢stosci czynnikdw potencjalnie zwigzanych
Z niepowodzeniem leczeniem CAB/RPV LAl w duzej grupie pacjentdéw nieleczonych
i poddanych ART w latach 1997-2021 w Polsce. Jest to pierwsze badanie oceniajace czgstos$é
mutacji zwigzanych z opornoscia na rylpiwiryne i kabotegrawir w Europie Centralnej. Analiza
skupia si¢ rowniez na sub-subtypach A1/A6, ktorych czestos¢ systematycznie wzrasta, glownie
ze wzgledu na migracje z Europy Wschodniej. Obecnie mozna oczekiwa¢ dalszych wzrostow
czestosci sub-subtypu A6 spowodowanych rosyjska inwazjg na Ukrainie i migracja z tego
regionu, gdzie wariant A6 jest powszechny. W grupie 4809 badanych stwierdzono, ze 17,2%
pacjentow bez wiaczonego leczenia i 20,2% leczonych (17,6% wszystkich) miato subtyp non-
B. W porownaniu do innych polskich prac z poprzednich lat, w 2010 roku subtyp non-B
wykryty byt u 21,0% pacjentow, gdzie najczestszy byt wariant D, z kolei w 2016 roku
zanotowano spadek czestosci subtypow non-B (13,1%), razem ze wzrostem wariantu A (Al-
5,2%) [75,76]. Wedtug najnowszego polskiego badania, czestos¢ subtypu B znaczaco spadia,
2 89,3% w 2015 roku do 80,3% w 2019 roku, co jest zwigzane z rosngcg liczbg wariantow
Al/A6. W 2015 roku czgstos¢ wystgpowania subtypu A oszacowano na 5,6% zar6wno
U pacjentdow nieleczonych, jak i leczonych, a do 2019 roku wzrosta ona do 13,4% [9].
W niniejszym badaniu, opornos¢ na rylpiwiryne wsrdd pacjentow nieleczonych wykryta
zostata u 5,9% osob. Wynik ten jest porownywalny z wynikami ostatniego francuskiego
badania, ktore wykazalo 6,2% 1 poprzedniego polskiego badania (5,3%) [51,77]. Zgodnie
Z oczekiwaniami, najczestszym (5,1%) polimorfizmem zwigzanym z oporno$cig na RPV wsrod
pacjentow dotychczas nieleczonych byt E138A/G/K/Q. Doktadniej, E138A (ktory zwigzany
jest z dwukrotng redukcja wrazliwosci na RPV) byl najczestszy (4,5%), co potwierdzajg
wczesniejsze polskie (3,7%) 1 francuskie (3,2%) wyniki. Mutacje E138K i E138G
obserwowano w 0,6% sekwencji. Wsrdd osob poddanych leczeniu, mutacje E138A/G/K/Q
rowniez byly najczestsze (6,8%), a kolejng najczestszg mutacja byta Y181C/1 (4,7%), co jest
zgodne z moja poprzednig pracg na temat oporno$ci na leki NNRTI (odpowiednio 7,5% vs
6,5%).
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W sekwencjach integrazy, opornos¢ na kabotegrawir stwierdzono u 1,3% pacjentow przed
wiaczeniem leczenia (vs 0,7% w badaniu francuskim). Najczestsza mutacja zwigzang
z opornoscia na CAB w grupie pacjentoéw nieleczonych byta R263K (0,6%), ktora obniza
wrazliwo$¢ na CAB na $rednim poziomie. Jednakze, polimorfizm L741, ktory byl najczestszy
w badaniu Charpentier’s i wsp. (12,9%) i wykryty u 88,3% badanych z sub-subtypem A1/A6
(6,6% z nich miato potwierdzone niepowodzenie wirusologiczne), w pracy Cutrell 1 wsp.
odnotowany byl wsrod 18,5% pacjentow dotychczas nieleczonych i 10,5% pacjentow
leczonych, z czego odpowiednio 71,3% i 58,6% miato sub-subtyp A1/A6 [48,77].

Niniejsze badanie wskazuje, ze 17,2% dotychczas nieleczonych i 20,2% leczonych pacjentow
mialo jeden z dwoch czynnikow wyjsciowych, ktore moga wptywaé na leczenie LAI CAB/RPV
(RPV RAMSs i/lub sub-subtyp A1/A6), jednak obecno$¢ dwodch czynnikow jednoczesnie
odnotowano jedynie w ~0,5% sekwencji (w obu grupach), co jest zblizone do wynikoéw
z badania francuskiego (0,4%) [77]. Gdyby rowniez uwzgledni¢ mutacje zwigzane z opornoscig
na kabotegrawir, czgstos¢ czynnikow CAB/RPV potencjalnie zwigzanych z niepowodzeniem
wirusologicznych bylaby nieco wyzsza, ale wcigz rzadka (1,2% w sekwencjach bez
wiaczonego leczenia i 4,4% w leczonych). Warto zaznaczy¢, ze w badaniu Cutrell i wsp.
kombinacja przynajmniej dwoch z czterech czynnikow byla obserwowana u 3,4% pacjentow
| byla zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem niepowodzenia wirusologicznego (25,7%), ale BMI
>30 kg/m2 bylto jednym z czynnikéw wyjsciowych, ktory nie byt dostgpny w naszym zbiorze
danych [48]. Nalezy zauwazyé, ze identyfikacja czynnikdéw potencjalnie zwigzanych
z niepowodzeniem terapii LAI CAB/RPV moze by¢ trudna w warunkach zwigkszonej czestoSci
wystepowania sub-subtypéw A1/A6 (kraje afrykanskie, Rosja, Ukraina, Biatorus), poniewaz
dane wyjsciowe dotyczace sekwencji nie s czgsto zbierane. Dlatego wysitki na rzecz walidacji,
ktore czynniki bedg klinicznie istotne dla niepowodzenia leczeniem CAB/RPV oraz
zwiekszenie mozliwosci sekwencjonowania wirusa HIV-1, sg niezwykle wazne z perspektywy
wdrozenia LAI. Ostatnie badania wykazaty, ze dlugodziatajacy CAB uzywany jako PrEP jest
skuteczniejszy w poréwnaniu do codziennego stosowania FTC/TDF i bedzie skuteczng
strategig zapobiegawczg zaro6wno dla mezczyzn i kobiet. Jednakze nie jest pewne czy taka
profilaktyka przedekspozycyjna bedzie skuteczna w warunkach, w ktorych powszechnie
wystepuje sub-subtyp A1/A6. Dalsze badania, w tym informacje dotyczace podstawowych
subtypow wsrod niedawno zakazonych pacjentéw oraz oso6b z niepowodzeniem stosowania

PrEP, s3 konieczne.

Omawiana praca ma kilka ograniczen. Materiat z polskich osrodkow byt pobierany i przesytany
na wniosek lekarzy, co mogto prowadzi¢ do niewielkiej preselekcji w doborze pacjentow,
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Z tego wzgledu do badania wiaczono duzg grupe sekwencji. Ponadto, badanie ogranicza si¢
jedynie do czynnikéw wirusologicznych, nie udato si¢ zebra¢ informacji o poczatkowej
warto$ci wskaznika BMI, co mogtoby dostarczy¢ cennych informacji. W grupie pacjentow
leczonych nie byta dost¢pna pelna historia leczenia, zatem niemozliwe byto zbadanie wzorcow
ewolucji opornosci w regionach PR/RT/INT, jednakze te dane sg obecnie zbierane i be¢da

opublikowane w przysztosci.

Podsumowujac, pomimo powszechnej obecnosci pojedynczego czynnika potencjalnie
zwigzanego z niepowodzeniem leczenia dlugodzialajaca terapig kabotegrawirem/rylpiwiryna,
bioragc pod uwage rzadkie wystepowanie czynnikbw w potaczeniu, oczekiwany wplyw
kliniczny jest niski. W warunkach rzeczywistych, mozliwo$¢ niepowodzenia wirusologicznego
(w tym opornosci na leki) szczegdlnie w obszarach o wysokiej czestosci wystepowania
wariantow A1/A6, moze by¢ zwigkszona, a monitorowanie lekoopornosci powinno by¢
kontynuowane. Okreslenie subtypu i wzorcow transmitowanej (przenoszonej) opornosci
pozostaje przydatne przed wdrozeniem leczenia LAIL co obniza mozliwo$¢ niepowodzenia

terapii w kontekscie dlugotrwatej ekspozycji na leki.
6.3. Publikacja nr 3.

Czestos¢ glownych mutacji zwigzanych z przenoszona opornoscig na inhibitory integrazy

w Polsce pozostaje niska pomimo zmiennosci subtypu.

Celem pracy byta ocena czgstosci i wzorcow opornosci na inhibitory integrazy wérod pacjentow

dotychczas nieleczonych zyjacych z wirusem HIV-1 w Polsce.

Grupa badana obejmowata 882 osoby bez uprzedniego leczenia antyretrowirusowego, ktore
zostaty przyjete do opieki w siedmiu polskich osrodkach w latach 2016-2023. Analizowane
dane dotyczyly pfci, wieku w czasie pozytywnego wyniku testu potwierdzenia zakazenia
wirusem HIV, liczbe¢ komoérek CD4 1 poziom wiremii przy rozpoznaniu, stopien

zaawansowania zakazenia oraz droge transmisji (podang przez pacjenta).

Zgodnie z metodami opisanymi w punkcie 5.2 Metodologia wyizolowano wirusowe RNA,

przeprowadzono sekwencjonowanie regionu integrazy oraz analize¢ uzyskanych wynikow.

Wiegkszo$¢ badanych stanowili mezczyzni (84,81%) pochodzenia polskiego (86,39%)
z mediang wieku 35 lat (IQR 16-75). Za gléwng drogg transmisji odpowiadaly kontakty MSM
(55,22%). Mediana komorek CD4 wynosita 349 komorek/pL, a mediana wiremii 4,80 log10
RNA kopii/mL. U ponad potowy (50,18%) pacjentow zakazenie zdiagnozowano na pé6znym
etapie. Najczestszymi subtypami byly warianty B (69,84%) i A6 (24,38%). Subtyp B
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W poroéwnaniu do subtypow non-B czesciej wystepowal wérod mezczyzn (p < 0,001) oraz
w kontaktach MSM (vs A6 p < 0,001; vs non-B p < 0,016). Ponadto mediana wiremii HIV-1
byta nizsza w subtypie B w poréwnaniu do sub-subtypu A6 (p = 0,001). Subtyp B czgsciej
obserwowany byt wsrod Polakéw (p < 0,001), natomiast sub-subtyp A6 czesciej wsrod
migrantéw (p < 0,001).

Mutacje zwigzane z lekoopornoscig wykryto w 135 sekwencjach (15,31%; 0,45% stanowity
mutacje kluczowe i 14,85% mniejszosciowe). Jednakze, poniewaz najczestsze byly mutacje
0 mniejszym znaczeniu klinicznym, wickszos¢ badanych byta wrazliwa na wszystkie inhibitory
integrazy lub wykazywata potencjalnie niskg opornos¢ tylko na leki pierwszej generacji (EVG
i RAL). Biorac pod uwagg, ze za oporne uznano tylko sekwencje z poziomem opornosci >3,
99,55% sekwencji bylo wrazliwych na wszystkie INSTI. Sposréd czterech sekwencji
wykazujacych opornosé, dwie osoby wykazaty niskg opornos¢ na EVG i RAL, a kolejne dwie

wykazaty $rednig opornos¢ na EVC, BIC, CAB, DTG oraz niska na RAL.

Mutacje Kluczowe, 2 E138K (0,23%) i 2 R263K (0,23%), wykryto u me¢zczyzn polskiej
narodowosci z subtypem B. W przypadku mniejszosciowych mutacji, wykryto 132 mutacje
w 131 sekwencjach (14,85%), mutacje E157Q+L74M zostaly wykryte u jednego pacjenta
z sub-subtypem A6. Wykryte mutacje obejmowaty warianty E157Q (123; 13,95%)- 121
(93,18%) z subtypem B, 1 (0,81%) z A6, 1 (0,81%) z CRF03_AB, L74M (5; 0,57%, m¢zczyzni
zZ sub-subtypem A6), T97A (3; 0,34%, m¢zczyzni z subtypem B), D232N (1; 0,11%, mezczyzna
z subtypem B). Polimorfizm E157Q byt cze¢sciej obserwowany wsérod osob z subtypem B
(93,18%, p < 0,001), kobiet (32,84%; p < 0,001) i 0séb przyjmujacych narkotyki drogg dozylng
(68,52%; p < 0,001).

Mutacja L74M byta czestsza wsrdd pacjentow z sub-subtypem A6 w poréwnaniu do innych
subtypow (p < 0,001), jednak nie zanotowano réznic w czestosci dla plci czy drogi transmisji.
Dodatkowo oceniono czesto$§¢ mutacji L741, ktorej punktacja wynosi 0, ale jak juz wczesniej
wspomniano, moze stanowi¢ czynnik wplywajacy na lekoopornos¢. Wykryto ja w 226
(25,62%) sekwencjach, byta czgstsza wsrod kobiet (p < 0,001), oséb z sub-subtypem A6 (vs
non-A6 p < 0,001) i zakazeniach droga heteroseksualng (vs MSM p = 0,002). Oceniono takze
czestos¢ mniejszosciowych mutacji wedlug narodowosci. Mutacje mniejszosciowe WyKryto
czesciej wsrod Polakow (125; 117 E157Q, 4 L74M, 3 T97A i1 1 D232N) niz wérod migrantow
(7; 5E157Q i 1 E157Q + L74M; p = 0,001).

Ponadto przeprowadzono analiz¢ rozktadu mutacji na przestrzeni lat. Ze wzgledu na wykrycie

4 mutacji kluczowych, nie zanotowano zadnej tendencji w ich wystepowaniu (p = 0,291).
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W przypadku mniejszosciowych mutacji zaobserwowano istotny spadek z 20,45% w 2016 roku
do 7,69% w 2023 roku (OR 0,83; 95% CI 0,74-0,92; p = 0,001). Analizujac rozktad
mniejszosciowych mutacji w zaleznosci od subtypu, U pacjentow z subtypem B nie odnotowano
znaczacego trendu (p = 0,298), jednakze wsrod osob z sub-subtypem A6 zanotowano tendencje
spadkowa (p = 0,051). Nast¢pnie sprawdzono, czy wystepuja zmiany w rozktadzie samych
subtypow. Widoczny byt znaczacy spadek w czgstosci subtypu B (p < 0,001) z jednoczesnym
wzrostem czestosci sub-subtypu A6 (p < 0,001). Dodatkowo przeanalizowano rozktad mutacji
wedhug drogi transmisji- jedynie w przypadku zakazen drogg heteroseksualng zaobserwowano

istotng statystycznie tendencj¢ spadkowsa (p < 0,001).

W dalszych analizach oceniono klastrowanie si¢ mutacji zwigzanych z opornoscig na INSTI.
Lacznie wykryto 98 klastrow: 72 dla subtypu B i 26 dla sub-subtypu A6. Dla sekwencji subtypu
B zidentyfikowano 51 par, sposrdéd ktorych 6 miato jedng mutacje (1 z mutacja R263K,
1 z mutacjg E138K oraz 4 z polimorfizmem E157Q). Pozostate klastry bez mutacji obejmowaty
15 klastrow z 3 sekwencjami, 3 klastry z 4 sekwencjami, 1 klaster z 5 sekwencjami oraz
2 klastry z 8 sekwencjami. W przypadku sub-subtypu A6 wykryto 19 par sekwencji, z ktorych
1 posiadata mutacj¢ L74M. Dodatkowo zidentyfikowano 6 klastrow z 3 sekwencjami i 1 klaster
z 6 sekwencjami. Podsumowujac, nie zanotowano znaczacych klastrow zwigzanych

Z przenoszong opornoscia.

Przedstawione wyniki prezentujg nowe dane zebrane w latach 2016-2023 na temat opornosci
na inhibitory integrazy wsrod pacjentow dotychczas nieleczonych zyjacych w Polsce. Ostatnie
dane na temat przenoszonej opornosci na INSTI obejmowaty sekwencje z lat 2010-2015, zatem
niniejsze badanie jest niezwykle istotne z punktu widzenia czgstszego stosowania inhibitoréw
integrazy wsrod polskich pacjentow. Jakakolwiek opornos¢ zostata wykryta u 15,31% osob,
jednakze mutacje kluczowe zidentyfikowano jedynie w 0,45% sekwencji. Wyniki te sa zgodne
Z poprzednimi polskimi badaniami, w ktorych czestos¢ mutacji gldwnych réwniez byta niska

[29,78].

W badaniach z zagranicznych osrodkéw kluczowe mutacje obserwowane sg u 0,3-1,5% nowo
zdiagnozowanych pacjentow [69,79,80]. W niniejszym badaniu dwie wykryte mutacje
kluczowe stanowity warianty E138K i R263K. Mutacja E138K identyfikowana jest u ~0,15%
pacjentow i jest zwigzana z potencjalnie niska lub niska oporno$ciag na wszystkie leki z grupy
INSTI, jednak w wigkszym stopniu wptywa na wrazliwo$¢ w potaczeniu z innymi mutacjami
[79,81]. W omawianiu badaniu wystepowata samodzielnie i pojawita si¢ u 2 (0,23%) badanych.

Niepolimorficzna mutacja R263K jest wykrywana u ~10% nieleczonych pacjentow [79,81]
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i obniza wrazliwo$¢ na DTG, BIC i CAB okoto dwukrotnie [24,82], w niniejszym badaniu
zidentyfikowano ja u 2 (0,23%) pacjentéw. Obie mutacje moga pojawi¢ si¢ w kombinacji
Z hipermutacja G-A APOBEC, jednak w analizowanych sekwencjach nie zostata ona wykryta.
Od 2020 roku nie zaobserwowano zadnej kluczowej mutacji, a w poprzednich latach nie

odnotowano zadnej tendencji w czestosci tych wariantow ze wzgledu na ich niska liczbg.

Mniejszosciowe mutacje wykryto w 14,85% sekwencji, z czego gtéwna mutacje stanowit
polimorfizm E157Q (13,95%). Innymi rozpoznanymi mniejszosciowymi mutacjami byly
L74M (0,57%), T97A (0,34%) oraz D232N (0,11%). Polimorficzna mutacja L74M
obserwowana jest u 1-5% pacjentow w zaleznosci od subtypu i jest czestsza wsrdod osob
z subtypami non-B [83,84]. Obniza ona wrazliwo$¢ na INSTI jedynie w kombinacji z innymi
mutacjami [24,85], ale w opisywanym badaniu wystepowata samodzielnie, a wszystkie osoby

mialy sub-subtyp A6.

Zagraniczne prace naukowe udowodnity, ze polimorfizm E157Q wykrywany jest u okoto 2,5%
dotychczas nieleczonych pacjentow [69,79,86], a w zaleznoS$ci od subtypu jego czestos¢ moze
waha¢ od 1,7% do 5,6% [86,87]. W polskiej populacji mutacja ta jest znacznie cz¢stsza- w 2012
roku byta obserwowana u 28,8% badanych, a w 2017 roku u 19,19% [78,29]. Zwigzek migdzy
mutacjg E157Q a obnizong wrazliwos$cig na inhibitory integrazy jest staby i w badaniach in
vitro samodzielnie nie wptywa ona na rozwoj opornosci [88]. W omawianej pracy wykryto
tylko jedng kombinacj¢ z mutacj¢ E157Q, E157Q+L74M, jednak réwniez nie wykazywala ona
wplywu na oporno$¢. Warto wspomnie¢, ze wedtug algorytmu Stanford, polimorfizm ten moze
w niskim stopniu wplywa¢ na wrazliwo$§¢ na RAL 1 EVG, natomiast wedlug francuskiego
algorytmu ANRS mutacja ta wigze si¢ z catkowita opornoscig na INSTI pierwszej generacji.
Badania w warunkach rzeczywistych pokazuja, ze niewielki odsetek pacjentéw posiadajacych
ten wariant do§wiadcza niepowodzenia wirusologicznego podczas stosowania RAL lub EVG
[86,89]. Dodatkowo, w przedstawianym badaniu polimorfizm ten czeSciej byt obserwowany
wsrdd pacjentéw z subtypem B, kobiet oraz oséb przyjmujacych narkotyki droga dozylna, co
rébwniez zostalo potwierdzone w poprzedniej polskiej analizie [29]. Znaczaca czgstos$e
wystepowania mutacji E157Q w populacji subtypu B w Polsce moze wskazywaé na staby efekt
zatozycielski, ktory potencjalnie wynika z wirusa, ktory wczesniej byt szeroko przenoszony
wsrod IDU. Wyzsza czgstos¢ wystgpowania tej substytucji wsrod IDU moze by¢ réwniez
zwigzana z ich slabszg adherencja i1 czgstszym niepowodzeniem wirusologicznym, co

predysponuje do rozwoju lekoopornosci [90].

W naszym kraju notowany jest ciagty spadek czgstosci mutacji (glownie E157Q), w 2012 roku
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mutacje mniejszosciowe wykrywane bylty w 38,5% sekwencji, w 2017 roku u 21,5% oséb,
aw obecnym badaniu u 14,85% badanych [78,29]. Nie zanotowano znaczgcych rdznic
W rozkladzie mutacji na przestrzeni lat pod wzgledem pici czy subtypu. Pod wzgledem drogi
transmisji spadkowy trend obserwowano w zakazeniach droga heteroseksualng, co moze by¢
zwigzane z faktem, ze wariant E157Q pojawia si¢ gltownie w subtypie B zwigzanym
Z zakazeniami MSM. Poniewaz odnotowano systematyczny spadek czestosci subtypu B,
czestos¢ mutacji E157Q), ktéra jest polimorficznym wariantem dla tego subtypu, rowniez spada.
Dla sub-subtypu A6, ktory jest coraz czestszy, mutacja E157Q nie jest polimorficzna i zostata
wykryta tylko u 1 osoby (0,81%). Co wigcej, polimorfizm E157Q klastrowat si¢ w subtypie B,
wykryto 4 pary sekwencji z tg mutacja. Inne badania rowniez wskazuja na klastrowanie si¢ tego
wariantu [78,91]. W poprzedniej polskiej analizie mutacja E157Q obecna byta w duzym
klastrze 33 sekwencji, ktore przenosily si¢ u kobiet zakazonych droga kontaktow
heteroseksualnych i zwiazane byly z historia dozylnego stosowania narkotykow [29].
W obecnym badaniu nie zaobserwowano takiej tendencji w utworzonych klastrach, droga
transmisji byla nieznana u 4 pacjentéw, natomiast pozostate dotyczyly 2 zakazen MSM, 1 IDU

i 1 HET.

Warto zaznaczy¢, ze w ostatnich latach nastgpita zmiana w rozktadzie subtypéw. Notowany
jest znaczacy trend spadkowy w czestosci subtypu B i wzrost czestosci sub-subtypu AG.
W badaniu przeprowadzonym przez Serwina i wsp. oceniono, ze w latach 2015-2019 wariant
A6 odpowiadal za 8,66% zakazen, podczas gdy w obecnym badaniu byto to 24,38%
przypadkéw [9]. Zmiana ta jest w glownym stopniu spowodowana rosyjska inwazjg na
Ukrainie, ktora w 2022 roku doprowadzita do migracji, gtéwnie do Polski. Wsrod Polakow
sub-subtyp A6 byt wykryty u 16,4% pacjentow, natomiast wsrod migrantéw u 75,0% osob.
Mimo, ze u migrantoéw nie wykryto zadnej kluczowej mutacji i wariant E157Q wystepowat
rzadko, sub-subtyp A6 zwigzany jest z mutacjami w pozycji L74, ktore mogg wplywaé na
rozwo6j opornosci na kabotegrawir. Polimorfizm L741 wykryto w 25,62% sekwencji (83,63%

z sub-subtypem AG).

Badanie ma kilka ograniczen. W Polsce nie ma krajowego programu, ktory systematycznie
monitoruje opornos$¢ na leki, z tego wzgledu materiat do sekwencjonowania regionu integrazy
byl zbierany na podstawie wnioskow lekarzy. Dodatkowo, badanie obejmowalo osrodki
monitorujace pacjentdw z okoto potowy terytorium kraju, zatem analiza nie odzwierciedla
W pelni wystepowania mutacji zwigzanych z opornoscig na INSTI w populacji ogélnej, jednak
do tej pory pozostaje najwickszg polska kohortg. Niemozliwe byto takze potwierdzenie, czy

wszyscy pacjenci faktycznie nie przyjmowali nigdy lekow cART, poniewaz informacje te byty
33



przekazywane przez pacjentow.

Podsumowujac, czestos¢ pierwotnej opornos$ci na inhibitory integrazy pozostaje niska,
Z wysokim odsetkiem polimorfizmu E157Q, ktéry czes$ciej wystepuje w polskiej populacji
W poréwnaniu do innych krajow i jest pierwotnie czgsciej obserwowany wsrod kobiet 1 0sob
przyjmujacych narkotyki drogg dozylng. Na przestrzeni lat czesto$¢ mniejszoSciowych mutacji
systematycznie spada, a ich klastrowanie jest rzadsze w porownaniu do poprzednich polskich
badan. Nalezy podkresli¢ istotng zmiang w rozktadzie subtypéw w Polsce, sub-subtyp A6 jest
coraz czgstszy, a poniewaz jest zwigzany z mutacjami w pozycji L74, moze mie¢ potencjalny
zwigzek z obnizong wrazliwoscig na kabotegrawir. Mimo zmiennosci rozktadu subtypow,
mutacje kKluczowe, ktore w znaczacy sposob wpltywaja na przenoszong opornos¢ na INSTI,

w dalszym ciggu wystepuja sporadycznie.
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI
7.1. Podsumowanie

Mutacje zwigzane z oporno$cig na dorawiryne¢ byly rzadko obserwowane u polskich
pacjentow (1,6%). Wsrod osob, ktore nie rozpoczety leczenia antyretrowirusowego, 99,3%
wykazywato pelng wrazliwo$¢ na DOR, podczas gdy u pacjentéow leczonych byto to
90,5%. Mutacje determinujace oporno$¢ na dorawiryne wsrod osob dotychczas
nieleczonych byly mniej powszechne w poréwnaniu z wariantami zwigzanymi
Z opornoscig na newiraping, rylpiwiryne oraz efawirenz. U osob poddanych terapii ART
mutacje obnizajace wrazliwos¢ na DOR byly rzadsze w poréwnaniu do wariantow
zwigzanych z opornoscia na leki pierwszej generacji, EFV i NVP. Poniewaz w obu grupach
badanych zanotowano nizszg czg¢sto$¢é opornosci na dorawiryng W odniesieniu do innych
lekéw NNRTI, stosowanie dorawiryny u pacjentdw nieleczonych jest uzasadnione biorac
pod uwage bardzo niski odsetek lekoopornosci (0,7%). W przypadku oséb leczonych DOR
stanowi atrakcyjng opcje terapeutyczng dzigki wyzszej barierze genetycznej w porownaniu
do pozostatych NNRTI. Korzystny profil opornosci sugeruje, ze stosowanie dorawiryny
W pierwszorazowym schemacie terapii ,,rapid” nie wymaga wykonywania genotypowania

przed rozpoczgciem leczenia antyretrowirusowego.

Kilka czynnikéw wirusologicznych potencjalnie wplywajacych na skutecznos¢
dhlugodziatajacej terapii kabotegrawirem i rylpiwiryng rzadko wystepowato jednocze$nie
(0,5% pacjentéw), natomiast pojedynczy czynnik ryzyka byt czesty (~20,0% badanych).
Sub-subtyp A1/A6 obserwowany byt u 11,8% pacjentow nieleczonych i 6,1% leczonych
antyretrowirusowo. Oporno$¢ na rylpiwiryne byla czeSciej wykrywana u pacjentéw
leczonych (14,6% vs 5,9%) i byla glownie zwigzana z obecnoscig mutacji E138A.
Uwzgledniajac  oporno$¢ na kabotegrawir, przynajmniej dwa z trzech czynnikéw
wystepowaty u mniej niz 5,0% pacjentow, a wszystkie trzy zidentyfikowano u jednego
pacjenta leczonego (0,4%). Pomimo znacznej cz¢stosci sub-subtypu A1/A6 lub CAB/RPV
RAMSs analizowanych osobno, polaczenie co najmniej dwoch czynnikéw zwigzanych

z niepowodzeniem terapii CAB/RPV LAl pozostaje rzadkie.

Mutacje zwigzane z opornosciag na inhibitory integrazy wystepowaty u 15,3% pacjentoéw,
ktorzy nie byli dotychczas leczeni antyretrowirusowo. Nalezy jednak podkresli¢, ze
kluczowe mutacje, ktore w znaczacym stopniu wptywaja na lekooporno$é, obserwowane
byty jedynie u 0,5% badanych. Najczgéciej wykrywanym wariantem byt polimorfizm

E157Q, ktory jest istotnie czgséciej obserwowany w populacji polskiej, szczegdlnie wsrod
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0s0b z subtypem B, kobiet i 0s6b przyjmujacych narkotyki drogg dozylng. Analiza
czestosci mutacji (gtownie mniejszosciowych) na przestrzeni lat wykazata zauwazalng
tendencje spadkowa, zwlaszcza w grupie zakazen drogg heteroseksualng. Obecno$¢
mutacji zwigzanych z pierwotng opornoscig jest rzadsza, nie zanotowano obecnoS$ci
znaczacych klastrow zawierajgcych mutacje, ktore obserwowane byly w poprzednich
polskich pracach. Istotny zjawiskiem jest systematyczny wzrost czestosci sub-subtypu A6,
przy jednoczesnym spadku czgstosci subtypu B, co moze mie¢ konsekwencje dla opornosci

na LAl CAB/RPV z powodu polimorfizmu w pozycji L74.
7.2. Wnioski

Mutacje zwigzane z opornoscig na dorawiryng wystepowaly rzadko oraz byty mniej
powszechne w poroéwnaniu do wariantow zwigzanych 2z opornoscia na inne
nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy. Dzigki korzystnemu profilowi
opornosci oraz wysokiej barierze genetycznej dorawiryna pozostaje atrakcyjng opcja

terapeutyczna.

Obecno$¢ pojedynczego czynnika zwigzanego z  niepowodzeniem leczenia
dhugodziatajacej terapii kabotegrawirem i rylpiwiryng jest powszechna, jednak ze wzgledu
na rzadkie wystgpowanie czynnikbw w kombinacji, ryzyko niepowodzenia
wirusologicznego terapii jest niskie. Bioragc pod uwage wysoka czgsto§¢ wystgpowania
wariantu A6 w Polsce, monitorowanie lekoopornosci powinno by¢ kontynuowane, aby

obnizy¢ ryzyko niepowodzenia leczenia w kontekscie dlugotrwatej ekspozycji na LAIL

Pomimo zmieniajacego si¢ rozktadu subtypow, kluczowe mutacje zwigzane z oporno$cia
na INSTI pozostajg rzadkie, a czgsto$¢ mniejszosciowych mutacji wykazuje tendencje
spadkowa, nie obserwuje si¢ roOwniez znaczacego klastrowania mutacji. Jednakze,
monitorowanie wzorcow molekularnych pozostaje kluczowe z perspektywy optymalnego
wykorzystania inhibitoré6w integrazy, zwlaszcza przy rozszerzonym wdrazaniu

dhugodziatajacego kabotegrawiru.
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8. STRESZCZENIE
8.1. Wstep

Za epidemi¢ wirusa HIV w Polsce odpowiada gldwnie subtyp B, jednak w ostatnich latach
obserwuje si¢ zmiang w rozktadzie subtypdw, z tendencja wzrostowa czestosci sub-subtypu
A6, co w duzej mierze wynika z migracji z Europy Wschodniej. Ponadto waznym
zagadnieniem pozostaje lekoopornos¢, ktory jest zarbwno przyczyng, jak i konsekwencja
niepowodzenia terapii przeciwwirusowej. Aktualnie brakuje danych dotyczacych czestosci
mutacji zwigzanych z opornoscia na najnowsze leki antyretrowirusowe, obejmujacych duza
kohorte pacjentéw dotychczas nieleczonych oraz poddanych leczeniu. Celem pracy byta ocena
czestosci mutacji zwigzanych z lekoopornoscia oraz innych czynnikoéw mogacych potencjalnie
przyczyniac si¢ do niepowodzenia wirusologicznego nowych lekow stosowanych w leczeniu
zakazenia wirusem HIV-1: dorawiryny, dlugodziatajacego kabotegrawiru i rylpiwiryny oraz

inihibitorow integrazy.
8.2. Materialy i metody

Grupa badana obejmowata o0soby zyjace z wirusem HIV-1, dotychczas nieleczone
antyretrowirusowo oraz pacjentéw uprzednio leczonych. Materiat do badan stanowita krew,
z ktorej wyizolowano HIV RNA za pomocg komercyjnych zestawoéw do izolacji. Nastepnie
przeprowadzono sekwencjonowanie regionu proteazy, odwrotnej transkryptazy oraz integrazy
wykorzystujac dostepne zestawy komercyjne. W wyniku sekwencjonowania metoda Sangera
uzyskano sekwencje PR/RT oraz INT, ktore poddano dalszej analizie. Internetowe algorytmy
pozwolity na okreslenie subtypu, natomiast do oceny lekoopornosci wykorzystano narzedzie
Stanford HIV Drug Resistance Database. Klastrowanie mutacji zwigzanych z opornoscia na
leki oraz potwierdzenie subtypow wykonano przy uzyciu analiz filogenetycznych. Uzyskane

dane poddano analizie statystyczne;j.
8.3. Wyniki

Mutacje zwigzane z opornosciag na dorawiryn¢ byly rzadko obserwowane u badanych
pacjentow (1,6%). Wsrdd osob, ktore nie rozpoczely leczenia antyretrowirusowego, 99,3%
wykazywato pelna wrazliwos¢ na DOR, podczas gdy u pacjentow leczonych bylo to 90,5%.
W obu grupach badanych zanotowano nizszg cz¢stos¢ opornosci na dorawiryne w odniesieniu
do innych lekow NNRTI. W przypadku dtugodziatajacej terapii kabotegrawirem i rylpiwiryng
obecno$¢ pojedynczego czynnika zwigzanego z jej potencjalnym niepowodzeniem (Sub-subtyp
A1/A6 lub CAB/RPV RAMS) byta powszechna (~ 20,0% badanych), jednak kombinacja kilku

czynnikow predysponujaca do niepowodzenia terapii wystgpowata rzadko (0,5% pacjentow).
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Mutacje zwigzane z oporno$cig na inhibitory integrazy obserwowano u 15,3% pacjentow,
ktorzy nie byli dotychczas leczeni antyretrowirusowo, jednak kluczowe mutacje, ktore
W znaczgcym stopniu wplywaja na lekoopornos¢, wystgpowaly jedynie u 0,5% badanych.
Analiza czgstosci mutacji (gtéwnie mniejszosciowych) na przestrzeni lat wykazata zauwazalng
tendencj¢ spadkowa, zwlaszcza w grupie zakazen drogg heteroseksualng, ponadto nie
obserwowano klastrowania si¢ mutacji. Dodatkowo, w ostatnich latach zaobserwowano

systematyczny wzrost czgstosci sub-subtypu AG6.
8.4. Whnioski

Mutacje zwigzane z opornoscig na dorawiryn¢ wystepowaty rzadko oraz byly mniej
powszechne w porownaniu do wariantow zwigzanych z oporno$cig na inne NNRTI. Dzigki
korzystnemu profilowi opornosci oraz wysokiej barierze genetycznej dorawiryna pozostaje

atrakcyjng opcja terapeutyczna.

Obecno$¢ pojedynczego czynnika zwigzanego z niepowodzeniem leczenia dlugodziatajacej
terapii kabotegrawirem i rylpiwiryng jest powszechna, jednak ze wzgledu na rzadkie
wystepowanie czynnikéw w kombinacji, ryzyko niepowodzenia wirusologicznego terapii

CAB/RPV jest niskie.

Pomimo zmieniajgcego si¢ rozktadu subtypow, kluczowe mutacje zwigzane z opornoscig na
INSTI pozostaja rzadkie, a czgsto$¢ mniejszosciowych mutacji wykazuje tendencje spadkowa,
nie obserwuje si¢ rOwniez znaczacego klastrowania mutacji. Biorac jednak pod uwage wysoka
czegsto$¢ wystepowania wariantu A6 w Polsce, monitorowanie wzorcow molekularnych
pozostaje kluczowe z perspektywy optymalnego wykorzystania inhibitorow integrazy,

zwlaszcza przy rozszerzonym wdrazaniu dlugodziatajacego kabotegrawiru.
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9. SUMMARY
9.1. Introduction

The HIV epidemic in Poland is mainly associated with subtype B, but in recent years there has
been a shift in the distribution of subtypes, with an increasing trend in the frequency of sub-
subtype A6, largely due to migration from Eastern Europe. In addition, drug resistance, which
is both a cause and a consequence of failure of antiviral therapy, remains an important issue.
Currently, there is a lack of data on the frequency of mutations associated with resistance to the
latest antiretroviral drugs, covering a large cohort of previously untreated and treated patients.
The aim of this study was to assess the frequency of drug resistance-associated mutations and
other factors that could potentially contribute to virologic failure of the new drugs: doravirine,

long-acting cabotegravir and rylpivirine, and integrase inhibitors.
9.2. Materials and methods

The study group included people living with HIV-1, treatment-naive and treatment-
experienced. The study material was blood, from which HIV RNA was isolated using
commercial isolation kits. Subsequently, sequencing of the protease, reverse transcriptase and
integrase region was performed using available commercial kits. PR/RT and INT sequences
were obtained through Sanger sequencing and subsequently analyzed. Online algorithms were
used for subtyping, while the Stanford HIV Drug Resistance Database tool was used to assess
drug resistance. Clustering of mutations associated with drug resistance and confirmation of
subtypes were performed using phylogenetic analyses. The data obtained were subjected to

statistical analysis.
9.3. Results

Mutations associated with doravirine resistance were rarely observed (1.6% patients). Among
treatment-naive patients, 99.3% showed full DOR susceptibility, compared with 90.5% in
treatment-experienced patients. A lower incidence of doravirine resistance to other NNRTI
drugs was noted in both study groups. For long-acting cabotegravir and rylpivirine therapy, the
presence of a single factor associated with its potential failure (sub-subtype A1/A6 or
CAB/RPV RAMs) was common (~ 20.0% of subjects), however a combination of several
factors predisposing to treatment failure was rare (0.5% of patients). Mutations associated with
INSTI resistance were observed in 15.3% of patients who had not previously received
antiretroviral treatment, but major mutations were present in only 0.5% of subjects. Analysis of
the frequency of mutations (mainly minor) over the years showed a noticeable decreasing trend,

especially in the heterosexual route infection group. Additionally, no clustering of mutations
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was observed. However, a systematic increase in the frequency of sub-subtype A6 has been

noted in recent years.
9.4. Conclusions

Mutations associated with resistance to doravirine were rare and less common compared to
variants associated with resistance to other NNRTIs. With its favorable resistance profile and

high genetic barrier, doravirine remains an attractive therapeutic option.

The presence of a single agent associated with treatment failure of long-acting cabotegravir and
rylpivirine therapy is common, but due to the rare occurrence of agents in combination, the risk
of virologic failure of CAB/RPV therapy is low.

Despite the changing distribution of subtypes, major mutations associated with INSTI
resistance remain rare, the frequency of minor mutations shows a declining trend, and no
significant mutation clustering is observed. However, given the high prevalence of the A6
variant in Poland, monitoring of molecular patterns remains crucial from the perspective of
optimal use of integrase inhibitors, especially with the expanded use of long-acting

cabotegravir.
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Abstract

Introduction: Doravirine (DOR) is a novel non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) that retains activity
against common NNRTI resistance mutations. In this study, we aimed to investigate the prevalence of DOR resistance
mutations compared with that of resistance mutations for other NNRTIs among HIV-1 -infected treatment-experienced
and -naive patients from Poland.

Methods: Resistance to DOR and other NNRTIs was assessed in two datasets: 1760 antiretroviral treatment-naive HIV-|
patients and 200 treatment-experienced patients. All 1960 sequences were derived from the patients using bulk se-
quencing. For resistance analyses, Stanford HIV drug resistance database scores were used.

Results: Overall, DOR resistance was present in 32 patients (1.62%), of whom 13 (0.74%) were naive and 19 (9.50%) were
treatment-experienced. The most common DOR resistance mutations observed among the naive patients were A98G and KI0IE
(0.2% each), and those among cART-experienced patients were L100I (20%), KIOIE, V108I, H221Y, and P225H (1.5% each).
Furthermore, among the naive patients, less common resistance to DOR (0.7%) compared with that to nevirapine (NVP) (2.1%;
p = 0.0013) and rilpivirine (5.40%; p < 0.0001) was observed. For sequences obtained from treatment-experienced patients, the
frequency of resistance to DOR (9.5%) was lower than that for efavirenz (25.5%; p < 0.0001) and NVP (26.0%; p < 0.0001).
Conclusions: The frequency of transmitted drug resistance to DOR is low, allowing for effective treatment of anti-
retroviral treatment-naive patients and rapid treatment initiation. In cART-experienced patients, this agent remains an
attractive NNRTI option with a higher genetic barrier to resistance.

Keywords
doravirine resistance, doravirine mutations, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor resistance, human
immunodeficiency virus, antiretroviral
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reduce the viral load in blood serum to an undetectable
level, which decreases the risk of disease progression and
prevents HIV transmission [2,3].

In 2018, 86% (72-92%) of people who received
treatment across 60 countries were reported to have sup-
pressed viral loads. However, globally, it is estimated that
only 53% (42-63%) of all people with HIV infection
achieve this success [4]. Virological success rates differ
from >90% for West and North European countries to
~73.1% in Southern Africa [5]. In Europe and Central
Asia, the highest virologic efficacy antiretroviral treatment
rates of almost 99% was recorded in Denmark, Monaco,
Switzerland, and the United Kingdom, whereas the lowest
of 40-60% was observed in Albania, Azerbaijan, Bulgaria,
Kazakhstan, and Ukraine [6].

Therapeutic success can be hampered by viral drug
resistance, which is both a cause and consequence of
antiretroviral therapy failure. Studies have estimated the
prevalence of acquired and transmitted drug resistance
(TDR) in naive patients [7-10] as approximately 10% in
low- and middle-income countries (LMICs) (due to late
introduction and low availability of cART-combined an-
tiretroviral therapy) [11,12]. Increasing frequency of TDR
to first-line agents is especially important in the context of
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs),
which are commonly used for therapy initiation, especially
in LMICs [11,13,14]. Additionally, resistance mutations
develop in 70-80% of patients with virological failure [15],
with NNRTI resistance frequently observed in 50-97% of
patients failing this drug class [11,16,17].

Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor-based
therapies have long been associated with low genetic
barrier to antiretroviral drug resistance with cross-
resistance between first-generation NNRTIs such as efa-
virenz (EFV) and nevirapine (NVP). In antiretroviral
treatment guidelines, susceptibility testing is recommended
prior to NNRTI treatment initiation [18-21]. The major
primary mutations known to affect NNRTI susceptibility
include K103N/S, V106AM, YI181C/I/'V, Y188L/C/H,
and G190A/S/E [22-24]. Each of these mutations causes
intermediate or high resistance to NVP and EFV [25].
Additionally, Y181C/I/'V and Y188L/C/H are associated
with a 5-fold reduction in susceptibility to rilpivirine (RPV)
[26-28].

Accessory mutations such as L1001, K101P, P225H,
and M230L usually appear in conjunction with one of the
primary NNRTI resistance mutations [29]. Sequences with
multiple mutations, including K103N/L100I and K103N/
P225H, are frequently observed [30,31]. To increase the
NNRTI genetic barrier against resistance, novel drugs of
this group have been developed against common NNRTI-
resistant viruses (with mutations KI101E, E138K, and
Y181V). These drugs are suitable for single-daily dosing
with improved safety profiles [32-34].

Doravirine (DOR) is an NNRTI most recently approved
by the United States Food and Drug Administration in
August 2018 and by the European Medicines Agency in
November 2018 [35,36]. Efficacy studies showed similar
efficacy for DOR (DRIVE-AHEAD, 77.5%; DRIVE-
FORWARD, 73.0%), darunavir/ritonavir (66.0%), and
EFV (73.6%) based on three drug regimen combinations
[37-40]. DOR can be used as a TDF/3TC/DOR single
tablet or separately with available NNRTIs. Additionally,
DOR has no pre-treatment HIV load limitations, no food
restrictions, a reduced number of drug-drug interactions,
and a favorable neuropsychiatric profile compared with
EFV. Compared with other NNRTIs, DOR retains activity
against common NNRTI resistance mutations, including
KI103N, E138K, Y181C, and G190A [23,41,42]. To date,
only few studies have published data on the prevalence of
resistance to DOR, which ranged from 0.52% to 1.92% in
antiretroviral treatment-naive patients [37,39.,43] and
5.60% (based on the ANRS algorithm) to 16.0% (based on
the Stanford database) in treatment-experienced patients
[44].

To address the knowledge gap in the frequency of DOR-
associated mutations, we aimed to analyze the prevalence
of DOR-associated mutations (and those associated with
other NNRTISs) in a large dataset of antiretroviral treatment-
naive and -experienced patients with HIV-1 infection living
in Poland.

Methods
Study groups and sequencing

The study included a dataset of 1960 sequences, of which
1760 were obtained from newly diagnosed antiretroviral
treatment-naive HIV-1 patients, linked to care in the years
2015-2019 at eight Polish centers (Biatystok, Bydgoszcz,
Chorzoéw, Gdansk, Krakéw, Szczecin, Wroctaw, and
Zielona Gora), and the other 200 were from treatment-
experienced patients treated at the Department of Infec-
tious, Tropical Diseases and Immune Deficiency in
Szczecin, Poland. All the sequences were derived from
Polish patients of Caucasian origin. Plasma samples from
the treatment-naive patients were collected at care entry
(first visit at HIV-treatment center or during in-hospital
stay) prior to introduction of antiretroviral treatment and
shipped to the genotyping laboratory.

Human immunodeficiency virus RNA extraction and
reverse transcriptase (RT) and protease (PR) genotyping
were performed using a genotyping assay (Viroseq 2.8 or
2.9, Abbott Molecular, Abbott Park, Illinois, USA) ac-
cording to the manufacturer’s protocol. Amplicons were
obtained using nested PCR and sequenced utilizing the
standard BigDye™ technology on the ABI 3500 platform
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Sequencing was
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performed in a quality-controlled clinical laboratory at the
Department of Infectious, Tropical Diseases and Acquired
Immune Deficiency, Pomeranian Medical University in
Szczecin, Poland.

Subtyping was performed using genotyping software
(REGA genotyping 3.0 tool; http:/dbpartners.stanford.
edu:8080/R egaSubtyping/stanford-hiv/typingtool) based
on the obtained PR and RT sequences.

The analyzed data included sex, age at diagnosis (age at
first positive-confirmation test), HIV load at care entry,
CD4 lymphocyte count at diagnosis, and subtype.

Drug resistance interpretation

DOR resistance-associated mutations were divided into the
following key resistance mutations: V106A/M, Y188FL,
P225H, F227L, and Y318F (based on the Stanford HIV
drug resistance database, http://hivdb.stanford.edu). A
mutation with a score >10-59 was considered to indicate
intermediate resistance, whereas a score >60 indicated
complete resistance. Variants with scores <10 are not
shown.

Additionally, the frequency of A98G, L100I, KI101E,
V108I, Y1811, and H221Y was also investigated owing to
their low resistance to DOR. Furthermore, to compare with
resistance to other NNRTIs, the following mutations were
also assessed: K101H/P, K103N, E138A/G/K/Q, V179L,
Y181C, Y188C, G190A, and K238T.

Statistical analysis

Statistical comparisons were performed using the chi? test
for nominal variables. Continuous variables were analyzed
using the Mann—Whitney U test for nonparametric sta-
tistics. Commercial software (Statistica™ 13.1, Statsoft,
Warsaw, Poland) was used for the statistical calculations.
Drug resistance in the treatment-experienced and -naive
groups was compared using Fisher’s exact test in R sta-
tistical platform, version 4.0.3.

Results
Baseline characteristics of patients

Treatment-naive patients. Most of the cART-unexposed
patients were male (n = 1541; 87.6%) with a median
age of 34 (interquartile range [IQR], 28-40) years. A total
of 1524 patients were infected with subtype B (86.6%) and
236 with non-B (13.4%) variants. The second most
common subtype was A (n = 167, 9.5%), followed by
subtypes C (n=21, 1.2%), D (n = 14, 0.8%), and F (n =4,
0.2%). Circulating recombinant forms CRF01_AE and
CRF02_AG were noted in 10 (0.6%) and 17 (1.0%) cases,
respectively, and CRF12_BF and CRF47_BF in one case

(0.1%) each. One unique recombinant form (URF) of A/B
was observed in the group. For all analyzed NNRTI re-
sistance mutations, patients with high or intermediate re-
sistance were notably older than individuals with complete
susceptibility to these NNRTIs (Table 1). Additionally,
drug resistance mutations (DRMs) for EFV, NVP, and RPV
were more frequent among women than among men (4.1%
vs. 1.1%, p=0.0005; 4.6% vs. 1.6%, p = 0.005; and 8.2%
vs. 5.0%, p=0.05, respectively). Furthermore, the median
CD4 lymphocyte count was lower among patients with
RPV resistance (median, 344 [IQR, 77-524] cells/uL) than
among patients without DRMs for RPV (median, 420.5
[IQR, 217.5-614] cells/uL).

Treatment-experienced patients. The mean patient age was
37 (IQR, 33-45) years, and most of them (n = 123; 61.5%)
were male. A total of 151 patients were infected with
subtype B (75.5%) and 49 with non-B (24.5%) variants.
The second most common subtype was D (n =31, 15.5%),
followed by C (n=4,2.0%), A (n=3, 1.5%), and G (n =3,
1.5). The remaining strains displayed a recombinant forms
and were classified as follows: CRFO1_AE (n = 4, 2.0%),
CRF02_AG (n =2, 1.0%), and CRF12_BF (n =1, 0.5%),
with one A/G (n = 1, 0.5%) URF. Patients with high or
intermediate resistance to etravirine (ETR) were notably
older than individuals with complete susceptibility to this
agent (p = 0.02). Treatment-experienced patients with viral
load > 5-log copies/mL were more resistant to ETR than
those with HIV-RNA < S5-log copies'mL (p = 0.02)
(Table 2). Median CD4 lymphocyte count was lower
among patients with DOR, EFV, NVP, and ETR resistance
mutations (median: 95.5 [IQR, 25-160], 119 [26-367], 119
[26-367), and 51 [23-121], respectively) than among
patients without DRMs for these antiretrovirals. There
were no other statistically significant differences in gender
or subtype distribution for the resistance mutations.

Prevalence of NNRTI DRMs, including DOR

Overall, resistance to any NNRTI was detected in 165
patients (8.42%), of whom 105 (5.97%) were treatment-
naive and 60 (30.0%), treatment-experienced. DOR re-
sistance (at least one DOR DRM) in the total dataset was
detected in 32 (1.62%) individuals, of whom 13 (0.74%)
were treatment-naive and 19 (9.50%) treatment-
experienced.

The number of DOR resistance sequences with one,
two, three, or four mutations among the treatment-naive
patients was four (0.23%), six (0.34%), two (0.11%), and
one (0.06%), respectively (Supplementary Table 1). For
cART-experienced patients, the numbers were one
(0.50%), five (2.50%), nine (4.50%), and three (1.50%),
respectively. Notably, one (0.50%) treatment-experienced
patient had five mutations (Supplementary Table 2).
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The number of sequences with DRMs for other NNRTIs
is presented in the next section.

Considering all the mutations for both low and high
resistance to DOR, the most prevalent among the anti-
retroviral-naive patients were A98G and K101E (n = 3;
0.2% each), and among the antiretroviral-experienced
patients, they were L100I (n = 4; 2.0%), K101E, V108I,
H221Y, and P225H (n = 3; 1.5% each) (Figure 1).

The most common mutations associated with resistance
to other NNRTIs in both the treatment-naive and -expe-
rienced patients were E138A/G/K/Q (83 [4.7%] and 15
[7.5%] sequences, respectively), K103N (10 [0.6%] and 36
[18.0%] sequences, respectively), and Y181C/I (5 [0.3%)]
and 13 [6.5%)] sequences, respectively). DRM frequencies
for the individual NNRTIs, among antiretroviral-naive and
-experienced individuals, are shown in Supplementary
Figures 1-4.

Comparison between number of patients with
intermediate and high resistance to DOR and
other NNRTIs

Among the antiretroviral-naive patients, DRM to DOR was
less common (7 = 13; 0.7%) compared with mutations to
NVP (n=36; 2.1%; p = 0.0013), RPV (n =95; 5.4%; p <
0.0001), and EFV (p = 0.052) (Figure 2). Additionally,
frequency of RPV DRM in treatment-naive patients was
higher compared to EFV (n = 26; 1.5%; p <0.0001), ETR
(n=23;1.3%; p<0.0001), and NVP (p <0.0001). Among
the treatment-experienced patients, the frequency of re-
sistance mutations to DOR (n = 19; 9.5%) was lower than
that for EFV (n=51;25.5%; p <0.0001) and NVP (n= 52;
26.0%; p < 0.0001). In addition, resistance mutations for
ETR (n = 24; 12.0%) were less frequent compared with

16.0%
14.0%
12.0%

10.0%

Percentage

8.0%

2.0%

o
°©
°

0.1%

°] 3 w =
8 g g : g
< = g >
i g
g
m Treatment-naive

those for EFV (p = 0.0001) and NVP (p < 0.0001), and
higher frequency of resistance to NVP than to RPV (n = 38;
19.0%; p < 0.0001) was observed.

Discussion

The data presented in this paper outline the frequency of
DRMs associated with DOR compared with those for other
NNRTIs among both treatment-naive and -experienced
individuals from Poland, in the years 2015-2019. This is
the first Polish study on the frequency of DOR resistance,
with the inclusion of a large dataset of sequences. Analyses
were based on the Stanford HIV resistance database, as
DOR resistance mutations were not included in the sur-
veillance algorithm [45] and confirmed that the frequency
of mutations reducing DOR susceptibility was excep-
tionally low (<2%), especially among treatment-naive
patients (0.74%), being 9.5% for treatment-experienced
patients. This favorable resistance profile observed from
real-world data confirms the possibility of rapidly intro-
ducing DOR as the initial antiretroviral regimen and
eliminating the necessity of baseline genotyping prior to
cART.

In treated patients, the occurrence of resistance to
DOR is infrequent. In the DRIVE-FORWARD clinical
trial that included 382 naive patients, only two (0.52%)
patients failed treatment owing to the emergence of
NNRTI resistance mutations, with selection of the V1061/
H221Y/F227C and VI106A/P225Y/H variants [46].
Moreover, in the DRIVE-AHEAD study, among 364
patients, seven patients (1.92%) with protocol-defined
virological failure had DOR resistance mutations
(Y188L, Y318F, V1061+F227C, V106I+H221Y+F227C,
F227C, VI06A+P225H+Y318F, and V106M/T+F227C/

4 .5%
0.1% 0 0.1%; 0.1% 0 0

Y181
Y188l
H221Y
P225H
F27L
Y318F

Treatment-experienced

Figure 1. Frequency of doravirine resistance-associated mutations per codon position.
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Figure 2. Comparison between number of patients with intermediate and high-level resistance to doravirine and other non-nucleoside

reverse transcriptase inhibitors. * p < 0.0001, ** p = 0.001.

R) [39]. Similar to the data shown in our study, these
DOR resistance mutations were irregularly present with
the most common V106A mutation in the DRIVE trials,
present in only one (0.06%; VI106A) treatment-
experienced patient (the V1061 mutation was present
in 71 naive [4.03%] and five cART-experienced patients
[2.50%], but owing to its low scoring in the Stanford
database, it was not analyzed in the current study).
Moreover, Soulie et al. (2018) reported that DOR re-
sistance was present in 1.4% (n = 142) of 9764 treatment-
naive European patients (according to the 2017 ANRS
algorithm; no data based on the Stanford database); this
frequency is higher than that in our study (0.7%) [43]. The
most common mutations reducing DOR susceptibility are
also more frequent than those in our study (V108I, 0.6% vs
0.1%; Y188L and Y318F, 0.2% each vs no mutations in our
study; and H221Y, 0.2% versus 0.1%). Comparing the
resistance to individual NNRTIs, in our study, the treat-
ment-naive patients had higher frequency of resistance to
RPV (5.4%) than to other NNRTIs owing to the presence of
the E138A mutation, which reduces sensitivity to RPV by
approximately 2-fold [47]. In the study by Soulie etal. [43],
resistance to RPV was present in 9.9% of the patients.
In a different study by Soulie et al. [44] conducted on a
dataset of 9199 sequences, among treatment-experienced

patients, the prevalence of sequences associated with DOR
resistance was 16.0% (n = 1468; based on the Stanford
algorithm), which is also higher than that in our study
(9.5%). Among the treatment-experienced patients in our
study, the mutation most commonly responsible for re-
sistance to NVP (26.0%) and EFV (25.5%) was K103N,
which causes high-level reduction in NVP and EFV sus-
ceptibility and does not affect responses to other NNRTIs
[24,48,49]. However, studies have shown that up to 80% of
patients who have failed EFV or NVP therapy develop
NNRTI DRMs, which may impact the success of second-
generation NNRTIs [50]. Moreover, the prevalence of
resistance in people who restarted NVP and EFV after
interrupting initial treatment was much higher (21%) than
that in those who used them for the first time (8%) [11].

To conclude, DOR resistance mutations associated with
virological failure were infrequent among antiretroviral
treatment-naive (99.3% of patients with complete DOR
susceptibility) and -experienced (90.5% of sequences with
DOR susceptibility) patients. Both groups also reported
lower frequency of resistance to DOR than to other NNRTI
drugs, which justifies the use of DOR in treatment-naive
groups and represents the attractive NNRTI option related
to the higher genetic barrier to resistance in cART-
experienced patients.
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The limitation of this study is related to the fact that
analysis of the DOR resistance mutations was based only
on the Stanford HIV drug resistance database; as a new
agent, it was not included in the resistance interpretation
algorithms; also for the treatment-experienced group, we
did not collect the full history of antiretroviral drug use—
such analysis is in progress.
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Keywords: Objectives: The long-acting injectable (LAI) cabotegravir (CAB) and rilpivirine (RPV) treatment offers important
C.:xbc')t'eg'mvix advantages over oral ART (antiretroviral therapy), however baseline factors possibly contributing to the CAB/
Rilpivirine RPV treatment failure were identified. The purpose of this study was to describe the frequency of virologic factors
;lV»lﬁ previously influencing efficacy of this treatment, namely RPV and CAB resistance-associated mutations (RAMs)
R;;;]:e and A1/A6 subtype among naive and treatment-experienced HIV-1-infected patients from Poland.

Subtype A1/A6 Methods: The following d of HIV-1 seq es were analysed: 4809 protease and reverse transcriptase (PR/
RT) sequences obtained from 4649 Polish Caucasian patients (4122 naive and 687 non-naive) supplemented with
integrase (PR/RT/INT) sequences in 1217 cases (942 naive and 275 non-naive). Sub-subtypes A were assigned by
phylogenetic methods. Major and minor CAB and RPV RAMs were determined according to the IAS-USA 2019
list, while minor RAMs were additionally defined based on the Stanford database algorithm.

Results: Subtype A1/A6 frequency ranged from 6.11% in ART failing cases with PR/RT sequences only, to 15.92%
for the PR/RT/INT treatment-naive dataset, while RPV RAMs were found in up to 5.89% of treatment-naive and
14.56% of ART failing cases. Regardless treatment history, only <1% sequences had combination of two factors
(RPV RAMs and A1/A6 subtype). Furthermore, CAB RAMs were found in 1.27% of treatment-naive and 14.54%
of experienced patients.

Conclusions: Despite notable frequency of subtype A1/A6 or CAB/RPV RAMs analysed separately, combination of
at least two factors previously associated with failure or this treatment is rare. As subtype A1/A6 becomes more
common across real-life cohorts continued subtyping and RAM screening will remain of key importance for LAI
treatment implementation.

Sequence data from this article have been deposited in GenBank under accession numbers: GU906860,
GU906864, GU906871-GU906874, JQ305750-JQ305791, KC409134-KC409222, KMO057341-KM057362,
KM283892-KM284490, KT340108-KT340205, MZ468643-MZ468894, MZ671788-MZ671823, OP298017-
0OP302727.

1. Introduction standard oral therapy - with less frequent use, well defined drug-drug
interactions, and importantly, greater privacy and lower stigma, they

In the era of oral ART, despite many benefits of two- and three-drug seem to be an attractive option that may impact HIV treatment (Bares
regimens, treatment fatigue may reduce the level of adherence, which and Scarsi, 2022). The long-acting injectable cabotegravir and rilpivir-
may deteriorate clinical outcomes (Altice et al., 2019). Long-acting ine is the first available LAI treatment option, which may be adminis-
injectable antiretrovirals offer several advantages compared to tered every 4 or 8 weeks, with the efficacy and safety proven in the

Abbreviations: LAI, long-acting injectable; CAB, cabotegravir; RPV, rilpivirine; ART, antiretroviral therapy; PR, protease; RT, reverse transcriptase; RAM, resistance-
associated mutation; INSTI, integrase strand-transfer inhibitor; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; HIV, human immunodeficiency virus; RNA,
ribonucleic acid; PCR, polymerase chain reaction; PrEP, pre-exposure prophylaxis; TDF-FTC, tenofovir disoproxil fumarate — emtricitabine.
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ATLAS and FLAIR studies (Orkin et al., 2021; Overton et al., 2022;
Swindells et al., 2022). However, recent data shows that several factors
may notably contribute to the treatment failure of CAB/RPV. In multi-
variable analysis, these baseline factors were subtype A1/A6 (confirmed
virologic failure odds ratio (OR) of 5.92 (95% CI 1.62-22.89), p =
0.008), RPV resistance-associated mutations (OR: 40.36 (95% CIL:
8.81-99), p < 0.001), log> of post hoc Week 8 RPV trough concentration
(OR: 5.00 (95% CI: 1.79-16.67), p = 0.002) and higher body mass index
(BMI in kg/m2) at baseline (OR: 1.13 (95% 1.02-1.24), p = 0.020)
(Cutrell et al, 2021; Overton et al., 2022). Several studies have
demonstrated an increase in the frequency of subtype A not only in
Poland (Serwin et al., 2021) but also in Europe (Duran Ramirez et al.,
2022). Furthermore, RPV resistance is also commonly observed among
European patients (Parczewski et al., 2014; Parczewski et al., 2021;
Machnowska et al., 2019) mainly due to the presence of the E138
polymorphism.

As CAB/RPV LAI are currently implemented in the clinical practice
across Europe, including Central-European regions we wished to present
the prevalence of virologic factors which may limit real-life efficacy of
this combination, namely CAB, RPV RAMs as well as A1/A6 subtype ina
large dataset of the treatment-naive and the treatment-experienced pa-
tients from Poland.

2. Patients and methods
2.1. Study population

This multicentre analysis included a dataset of 4809 sequences
derived from 4649 Caucasian patients linked to care at 11 Polish centres
in the years 1997-2021, of which 4122 sequences were obtained from
the treatment-naive HIV-1 patients, and the other 687 were from the
treatment-experienced. As sequencing was performed multiple times in
some patients, 252 sequences from 92 patients were included in both
groups (64 naive and 188 non-naive). Plasma samples from the treat-
ment-naive patients were collected at first visit at HIV-treatment centre
or during in-hospital stay prior to introduction of antiretroviral treat-
ment, while samples from the ART-experienced patients were collected
as part of routine tests. All samples were shipped to the Department of
Infectious, Tropical Diseases and Immune Deficiency in Szczecin,
Poland, where genotyping of protease and reverse transcriptase was
performed.

Among the naive patients 85.08% were male, median age was 34
(interquartile range [IQR], 28-41) years, while 68.41% of non-naive
patients were male with median age of 39 (IQR 34-46) years.

Additionally, for 1217 of this protease/reverse transcriptase dataset
integrase sequences were also available and analysed - 942 naive
(81.95% male, median age 35, IQR 29-42 years) and 275 non-naive
patients (61.45% male, median age 40, IQR 35-47 years).

2.2. Sequencing and subtyping

HIV-1 RNA isolation and sequencing of 1302 base pair (b.p.) long
HIV-1 protease and reverse transcriptase was performed using a Viroseq
v2.0 genotyping assay (Abbott Molecular, Abbott Park, Illinois, USA)
according to the manufacturer’s protocol.

HIV-1 integrase region (866 b.p.) was amplified and sequenced with
reagents and conditions according to methodology by Laethem (Van
Laethem et al., 2008). Amplicons obtained by the nested PCR method
were used for sequencing by standard techniques with BigDye technol-
ogy on an ABI 3500 platform (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Integrase sequence assembly was performed with the Recall online tool
(https: //recall.becfe.ca).

All sequences were codon-aligned using the Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) and then manually edited
using MEGA11 (Tamura et al., 2021). The final alignment consisted of
4809 sequences with nucleotides that correspond to HXB2 reference
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genome positions 2253-3554 and 4230-5096 (fragment of pol gene).
We initially assessed all subtypes with REGAv3 (http://www.bioafrica.
net/typing-v3/hiv), COMETv2 (Struck et al., 2014), and Stanford sub-
typing tools (http://hivdb.stanford.edu). Next, we confirmed sub-
subtypes A by reconstruction of phylogenetic trees. The GTR + I + G
model with four gamma categories was selected as optimal for the
analysed dataset using the ModelFinder application implemented in 1Q-
Tree (Nguyen et al., 2015) software. Reference dataset (Group M sub-
types A-K + Recombinants) downloaded from Los Alamos HIV Database
(http://www hiv.lanl.gov/) was merged with the alignment and the
phylogenetic reconstruction was done in IQ-Tree. Branch support was
estimated using ultrafast Bootstrap for 1000 replicate trees.

2.3. Drug resistance interpretation

RPV resistance-associated mutations were divided into the following
major RAMs: L1001, K101E/P, E138A/G/K/Q, Y179L, Y181C/1, Y188L,
H221Y and M230I/L (based on the IAS-USA 2019 list, bolded muta-
tions). Additionally, RAMs that were not bolded or included in IAS-USA
list and according to the Stanford database obtained penalty score > 10
were considered as minor: A98G, G190A/E/S, V179F, Y188F. CAB
resistance-associated mutations were selected by the same method. The
major RAMs included: G118R, G140R, Q148H/K/R and R263K and
minor RAMs included: T66K, E92Q, E138A/K/T, G140C/S, N155H.

2.4. Statistical analysis

Statistical comparison between nominal variables was performed
using the Chi2-test. Commercial software (Statistica™ 13.1, Statsoft,
Warsaw, Poland) was used for the statistical calculations.

3. Results
3.1. HIV-1 subtypes

Among PR/RT sequences, subtype B was dominant (83.02% naive vs
81.80% non-naive, p = 0.435), with subtype A being the second most
common among the antiretroviral-naive patients (11.89%vs 6.11%non-
naive, p < 0.001) and subtype D among the antiretroviral-experienced
patients (7.28% vs 1.33% naive, p < 0.001). Among subtype A the
prevalence of sub-subtype A3, Al and A6 among HIV treatment-naive
cases was 0.07%, 0.58% and 11.24%, respectively, while among
treatment-experienced these frequencies were 0.00%, 1.02%, 5.09%,
respectively. Of the remaining subtypes, Cwas found in 1.14% naive and
2.33% non-naive cases (p = 0.011), G in 0.17%vs 0.73% (p = 0.007) and
Fin0.19% vs 0.15% (p = 0.785), respectively. Recombinant forms (RFs)
were found in 2.26% naive and 1.60% non-naive sequences (p = 0.274),
of which the most frequent were CRF02_AG (0.61% vs 0.58%, p = 0.940)
and CRFO1_AE (0.44% vs 0.29%, p = 0.583).

Additionally, subtype distribution over time for naive and non-naive
patients is available in supplementary material (Supplementary fig. 1,
Supplementary fig. 2). In the years 1997-2009 the number of sequences
was small; therefore, it is hard to compare the frequency of subtypes.
However, among the naive patients subtype B decreased from 89.64% in
2010/2011 to 67.75% in 2020/2021 (p < 0.001). By contrast, in 2010/
2011 the prevalence of A1/A6- infections increased from 55.17% of non-
B subtypes to 87.45% in 2020/2021 (p < 0.001). Among the
antiretroviral-experienced patients the prevalence of subtype B in 2010/
2011 and 2020/2021 was similar (78.87 vs 77.14%, p = 0.786), yet
subtype A1/A6 was more frequent in 2020/2021 (33.33% of non-B vs
62.50%, p = 0.076).

Among PR/RT/INT sequences, subtype B was also the most common
(73.67% naive vs 72.36% non-naive, p = 0.666). The prevalence of
subtype A among treatment-naive and -experienced patients was
16.03% vs 8.00% (p < 0.001), of which the frequency of sub-subtype A3,
Al and A6 among naive cases was 0.11%, 0.74% and 15.18%, while
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among non-naive cases these frequencies were 0.00%, 1.81% and
6.19%, respectively. The frequency of remaining subtypes was as
following: D (3.93% naive vs 13.09% non-naive, p < 0.001), C (1.70%vs
2.18%, p = 0.597), G (0.53% vs 1.45%, p = 0.116) and F (0.11% vs
0.36%, p = 0.354). RFs were found in 4.03% naive and 2.55% non-naive
sequences (p = 0.250), of which the most common were CRF.02AG
(0.96% naive vs 0.73% non-naive, p = 0.725) and CRF01_AE (0.21% vs
0.36%, p = 0.656).
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Furthermore, subtype distribution over time for both groups is
available in supplementary material (Supplementary fig. 3, Supple-

mentary fig. 4). Due to the small number of PR/RT/INT sequences in
2010/2011, the comparison with 2020/2021 is not presented.

3.2. Frequency of rilpivirine and cabotegravir RAMs

Overall, in 4809 PR/RT sequences, resistance to RPV (at least one
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RPV RAM, major and/or minor) was noted in 243 (5.89%) naive and
100 (14.56%) non-naive patients (p < 0.001). Among them, 22 (0.53%)
and 3 (0.44%) sequences were subtype A6, respectively. Considering all
mutations (major and minor), the most prevalent RPV RAMs among the
treatment-naive patients were E138A/G/K/Q (5.12%), Y181C/I
(0.44%), K101E/P (0.32%) and H221Y (0.17%), while among the
treatment-experienced they were E138A/G/K/Q (6.84%), Y181C/1
(4.66%), K101E/P (2.47%) and L100I (1.60%) (Fig. 1a). There were no
statistically significant differences between the frequency of RPV RAMs
in subtype A and B among naive (4.90% vs 6.69%, p = 0.131) and non-
naive patients (19.05% vs 19.61%, p = 0.934), however among ART-
experienced patients polymorphism G190S was more often observed
in subtype A (A6 specifically) than in subtype B (12.50% vs 0.71%, p <
0.001). As the remaining subtypes were less frequent, mutation patterns
are not shown.

In addition, RAMs distribution over time for naive and non-naive
patients is available in supplementary material (Supplementary fig. 5,
Supplementary fig. 6). There were no statistical differences between the
frequency of resistance to RPV or most common RAMs between 2010/
2011 and 2020/2021 for both naive and non-naive patients.

In dataset of 1217 PR/RT/INT sequences, resistance to RPV was
observed in 62 (6.58%) naive and 42 (15.27%) non-naive patients (p <
0.001); 9 (0.95%) and 1 (0.36%) of them were subtype A6, respectively.
The most prevalent RPV RAMs among the antiretroviral-naive patients
were E138A/G/K/Q (5.73%), Y181C/1 (0.42%), K101E/P (0.21%) and
L100I (0.11%), and among the antiretroviral-experienced, they were
Y181C/1(6.91%), E138A/G/K/Q (6.55%), K101E/P (2.94%) and L100I
(1.82%) (Fig. 1b). Resistance to CAB was detected in 12 (1.27%) naive
and 40 (14.54%) non-naive patients (p < 0.001); 1 (0.11%) and 2
(0.73%) of them were subtype A1/A6, respectively. The most common
CAB RAMs among the ART-naive patients were R263K (0.64%), E138A/
K/T (0.42%), G140C/R/S and Q148H/R (0.21% each), while among the
ART-experienced were N155H (7.27%), Q148H/R (4.73%), G140C/R/S
(4.36%) and E138A/K/T (2.18%) (Fig. 1¢). There were no statistically
significant differences in the frequency of CAB RAMs in subtype A and B
in both naive (0.66% vs 1.15%, p = 0.595) and non-naive (13.64% vs
16.08%, p = 0.766) sequences.

Additionally, RPV RAMs (Supplementary fig. 7, Supplementary fig.
8) and CAB RAMs (Supplementary fig. 9, Supplementary fig. 10) dis-
tributions over time for both groups are available in supplementary
material. For naive patients no statistical differences were noted in the
frequency of resistance to RPV or the most common mutations between
2010/2011 and 2020/2021. Among non-naive patients in 2010/2011
22.22% of sequences were resistant to RPV with Y181C being the most
common RAM (37.50%) in comparison to 13.58% (p = 0.355) RPV-
resistant sequences with the most frequent E138A/G/K/Q (also
37.50%) in 2020/2021. In 2010/2011, no naive sequence was resistant
to CAB compared to 0.57% of patients resistant to CAB with G140S and
Q148H being the only two RAMs in 2020/2021. Among ART-
experienced patients 22.22% of sequences from 2010/2011 were resis-
tant to CAB with N155H being the most common RAM (40.00%) in
comparison to 9.88% (p = 0.147) CAB-resistant sequences with G140S
and Q148H/R (26.67% each) in 2020/2021.

3.3. Prevalence of factors previously associated with RPV/CAB failure

Considering all RPV mutations (major and minor) in PR/RT dataset,
17.18% naive and 20.23% non-naive patients (p = 0.052) had any of the
two failure associated factors (RPV RAMs and/or subtype A1/A6), but
only 0.53% and 0.44% of sequences had both factors (p = 0.743),
respectively (Table 1).

Among PR/RT/INT sequences at least one of the three baseline fac-
tors (RPV RAMs and/or CAB RAMs and/or subtype A1/A6) was
observed in 22.61% naive and 33.09% non-naive patients (p < 0.001).
Any two of the three factors were present in 1.17% and 4.36% (p <
0.001), respectively, while all three factors were found in one (0.36%)
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Table 1
Presence of baseline factors possibly associated with CAB/RPV LAI failure- RPV
total RAM(s), HIV-1 subtype A1/A6, CAB total RAM(s).

PR/RT sequences
Parameter Naive Non-naive
. 3414/4122
None of the two baseline factors: (82.82%) 548/687 (79.77%)

Any factor: 708/4122 (17.18%) 139/687 (20.23%)
RPV RAM(s)

Non-Al/A6 221/4122 (5.36%) 97/687 (14.12%)
Al/A6

Non-RPV RAM(s) 465/4122 (11.28%) 39/687 (5.68%)
RPV RAM(s)

AL/A6 22/4122 (0.53%) 3/687 (0.44%)
PR/RT/INT sequences
None of the three baseline factors: 729/942 (77.39%) 184/275 (66.91%)

Any one of the three baseline factors:  213/942(22.61%) 91/275 (33.09%)
RPV RAM(s)
Non-Al/A6 52/942 (5.52%) 31/275 (11.27%)
Non-CAB RAM(s)
Al/A6

Non-RPV RAM(s)
Non-CAB RAM(s)

140/942 (14.86%) 20/275 (7.27%)

CAB RAM(s)

Non-Al/A6 10/942 (1.06%) 28/275 (10.18%)

Non-RPV RAM(s)
Any two of the three baseline factors: ~ 11/942 (1.17%) 12/275 (4.36%)
RPV RAM(s)

AL/A6 9/942 (0.95%) 0/275 (0.00%)
CAB RAM(s)

AL/A6 1/942 (0.11%) 1/275 (0.36%)
RPV RAM(s)

CAB RAM(s) 1/942 (0.11%) 10/275 (3.64%)
All three factors: 0/942 (0.00%) 1/275 (0.36%)

treatment-experienced patient (Table 1).

In addition, Supplementary Table 1 presents the frequency of factors
previously associated with RPV/CAB failure considering only the major
RPV, CAB RAMs and subtype A1/A6.

4. Discussion

This study presents a novel data on the virologic factors possibly
related to CAB/RPV LAI failure in the large dataset of the treatment-
naive and the treatment-experienced patients from Poland, sequenced
in the years 1997-2021. This is the first Central European study on the
frequency of both RPV and CAB RAMs. This analysis also focuses on
subtype Al1/A6, with steadily increasing frequency, mainly due to
migration from Eastern Europe. At present, further increases resulting
from war in Ukraine and migration from this region, where A6 variant is
common may be expected.

In the dataset of 4809 patients, we indicated that 17.2% of naive and
20.2% of non-naive (17.6% of all) sequences had subtype non—B.
Compared to Polish studies from previous years, in 2010, subtypes non-
B accounted for 21.0% of patients (Parczewski et al., 2010) with a
predominance of the subtype D in this group, while in 2016 a decrease in
the percentage of non-B subtypes was observed (13.1%), yet with an
increase of subtype A (A1-5.2%) (Parczewski et al., 2016). According to
a recent Polish study subtype B decreased significantly, from 89.3% in
2015 to 80.3% in 2019, which was linked to the increasing number of
subtype A1/A6 (Serwin et al., 2021). For both naive and non-naive se-
quences, in 2015 the frequency of subtype A was estimated at 5.6%,
rising to 13.4% in 2019 (Serwin et al., 2021).

In the current study, RPV resistance among the treatment-naive pa-
tients was 5.9%. This result is comparable with the findings of a recent
study done in France, 6.2% (Charpentier et al., 2021) and the previous
Polish study (5.3%) (Parczewski et al., 2014).

As expected, the most common (5.1%) polymorphism associated
with RPV resistance among naive patients was E138A/G/K/Q. More
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specifically, E138A (which is associated with a 2-fold reduction in RPV
susceptibility) was the most frequent (4.5%), which is also in line with
previous Polish (3.7%) (Parczewski et al., 2014) and French (3.2%) re-
sults (Charpentier et al., 2021). The E138K and E138G mutations
occurred in 0.6% of the sequences. Among the treatment-experienced
patients, E138A/G/K/Q was also the most frequent (6.8%), following
Y181C/1 (4.7%), which is similar to our recent study on NNRTI RAMs
(7.5% vs 6.5%, respectively) (Scheibe et al., 2021).

In the integrase sequences, CAB resistance was found in 1.3% of
naive patients (vs 0.7% in French study) (Charpentier et al., 2021). The
most common RAM related to CAB resistance in naive group was R263K
(0.6%), which reduces the CAB sensitivity to an intermediate level.
However, the L741 polymorphism which was the most frequent in
Charpentier’s study (12.9%) and observed among 88.3% of participants
with subtype A1/A6 (6.6% of those had confirmed virologic failure,
CVF) in Cutrell’s paper, was noted in 18.5% of our naive and 10.5% non-
naive sequences, of which 71.3% and 58.6% had subtype A1/A6
(Charpentier et al., 2021; Cutrell et al, 2021).

Overall, our study indicates that 17.2% naive and 20.2% non-naive
patients had any of the two baseline factors which may affect CAB/RPV
LAI (RPV RAMs and/or subtype A1/A6), although in only ~0.5% of
sequences (in both groups) combined presence of both factors was
noted, which is similar to findings from the French study (0.4%)
(Charpentier et al., 2021).

If CAB RAMs were also considered, the prevalence of CAB/RPV
factors possibly associated with treatment failure would be slightly
higher, but still rare (1.2% in naive and 4.4% in non-naive sequences).
Of note, in Cutrell's study, a combination of at least two of four baseline
factors was observed in 3.4% patients and associated with increased CVF
risk (25.7%), but BMI >30 kg/m2 was one of the baseline factors, which
was not available in our dataset (Cutrell et al., 2021). It should be noted
that identification of factors possibly associated with CAB/RPV may be
challenging in the settings with increased A1/A6 subtype prevalence
(African countries, Russia, Ukraine, Belarus) as baseline sequence data
are often uncollected. Therefore, efforts to validate which factors will be
clinically eritical for CAB/RPV ART failure and to expand HIV
sequencing capacity is of key importance from the perspective of LAI
implementation.

Recent studies showed that long-acting CAB used as a PrEP (pre-
exposure prophylaxis) was more effective compared to daily oral TDF-
FTC (tenofovir disoproxil fumarate — emtricitabine) and will be a use-
ful prevention strategy for both male and female users (Delany-Mor-
etlwe et al.,, 2021; Landovitz et al., 2021; Landovitz et al., 2022).
However, it is unknown if efficacy of such PrEP will be affected in the
settings with prevalent A1/A6 subtype, and further research, including
data on baseline subtypes among both recently infected and PrEP failing
cases is needed.

Study limitations: This study has several limitations. Firstly, the data
were collected across Polish treatment centres at physicians’ request,
therefore some sampling bias may be present. For this reason, we have
included a large dataset of sequences. Furthermore, this study is limited
only to the virologic factors, with baseline BMI not being collected for
the sequenced patients, which would add valuable datum to the dataset.
Lastly, in the treatment-experienced dataset no full treatment history
was available and therefore it is impossible to investigate the patterns of
PR/RT and integrase resistance evolution, but these data are now being
collected and will be published in the future.

To conclude, despite common presence of single factor possibly
associated with CAB/RPV LAl failure, expected clinical impact is low, as
they were rarely observed in combination. In the real-life settings, the
possibility of virological failure (including drug resistance) especially in
the settings with high prevalence of A1/A6 variants may be increased,
and molecular surveillance should be continued. Defining subtype and
baseline resistance patterns remains useful prior to LAI treatment
implementation, reducing the possibility of the treatment failure in the
setting of the long-term drug exposure.
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N o e ok oW

Abstract: With the widespread use of integrase inhibitors and the expanding use of long-acting
cabotegravir in both pre-exposure prophylaxis and antiretroviral treatment, molecular surveillance
on the transmission of integrase resistance has regained clinical significance. This study aimed to
determine the frequency of INSTI-transmitted drug resistance mutations (DRMs) among treatment-
naive individuals in Poland from 2016 to 2023. INSTI resistance was analyzed in 882 antiretroviral
treatment-naive individuals using Sanger sequencing. Integrase DRMs were defined based on the
Stanford HIV drug resistance database scores. Phylogeny was used to investigate subtyping and
clustering. For the analysis of time-trends, logistic regression was used. Major (E138K and R263K)
integrase mutations were detected in 0.45% of cases with minor resistance observed in 14.85%, most
commonly (13.95%) E157Q. Overall, no major clusters of transmitted drug resistance were identified,
and the transmission of E157Q showed a decreasing trend (p < 0.001). While the frequency of
sub-subtype A6 increased, it was predominantly found among migrants and associated with L74
mutations. The frequency of major integrase-transmitted DRMSs remains low, despite the changes
in subtype variability. Surveillance of changing HIV molecular variation patterns is vital from
the perspective of the optimal use of integrase inhibitors, especially due to expanding long-acting
cabotegravir implementation.

Keywords: HIV; integrase strand transfer inhibitors; transmitted drug resistance; resistance muta-
tions; clustering

1. Introduction

The introduction of integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) has significantly
improved the therapeutic options for treating HIV-1 infection, due to their high efficacy,
decreased number of drug-drug interactions and faster inhibition of viral replication
compared to other groups of antiretroviral agents [1-4]. First introduced integrase inhibitors
(raltegravir and elvitegravir) were characterized by a lower genetic barrier to the selection
of resistance [5-7]. Currently, most commonly used antiretroviral regiments include second
generation integrase inhibitors, such as dolutegravir or bictegravir with a higher genetic
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barrier and infrequent selection of drug resistance in both in vitro studies and real-life
cohorts [8-11]. Dolutegravir is also recommended as the global first line regimen by WHO
recommendations [12]. Recently, with the introduction and expanding use of long-acting
injectable cabotegravir in both pre-exposure HIV prophylaxis and antiretroviral treatment,
which, despite its high efficacy, is associated with the selection of drug resistance in cases
of virologic failure, the scientific interest in integrase resistance has been rekindled [13-16].
However, drug resistance testing for INSTIs is not routinely recommended or performed
before the initiation of antiretroviral therapy.

Some studies have shown that transmitted INSTI drug resistance mutations (DRMs)
are observed in 0.1-3% of naive patients [17-19]. Transmission of major DRMs remains in-
frequent [20,21], while minor mutations and polymorphisms are observed more frequently
but usually affect drug susceptibility or viral replicative capacity only when emerging
in combination with major resistance variants [6,22]. Furthermore, the frequency of mu-
tations may depend on the subtype or specific population [23,24]. A good example is
the L74I polymorphism, which is characteristic of sub-subtype A6 and occurs in up to
90% of individuals [25]. In a study conducted by Hu et al. [26], it was demonstrated that
L74I, in combination with mutations at positions 118, 140, 148 and 263, conferred a greater
replication capacity to the sub-subtype A6.

In Poland, HIV prevalence used to be low, with the epidemic mainly driven by
transmissions among men who have sex with men with a predominance of subtype B.
However, since the outbreak of full-scale war in Ukraine in 2022, with the influx of war
refugees, there has been a notable shift in the clinical and molecular patterns of the epidemic.
This includes a rise in the number of heterosexually infected women under care and a
significant increase in sub-subtype A6 transmissions and frequency [27]. Of note, the
majority of refugees were already diagnosed in their home country and treated with a
tenofovir disoproxil/emtricitabine/dolutegravir single tablet regimen; however, a notable
proportion were newly diagnosed after arriving in Poland [28]. Studies on drug resistance
transmission and selection in Ukraine are infrequent, while these new epidemiological
trends may notably affect the patterns of drug resistance transmission in Poland. Also,
there is a notable gap in the data on the recent transmission of integrase drug resistance,
with the last available datasets encompassing 20102015 and a specific small group of blood
donors from 2009 to 2017 [29,30]. Given the expanding use of integrase inhibitors in recent
years and the above-mentioned differences in epidemiological patterns, in this study, we
wished to determine the prevalence and time trends in transmitted DRMs associated with
integrase inhibitors among treatment-naive individuals living with HIV-1 in Poland.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

The study included 882 antiretroviral treatment-naive people newly diagnosed with
HIV-1 from 7 Polish centers (Szczecin, Chorzow, Gdansk, Krakow, E6dz, Wroctaw, Zielona
Gora) from whom integrase sequences were obtained in the years of 2016-2023. Plasma
samples were collected during the initiation of care (during hospitalization or their first
visit to the HIV treatment center), before the introduction of antiretroviral treatment. The
samples were subsequently sent to the Clinical Laboratory at the Department of Infectious,
Tropical Diseases and Immune Deficiency, Pomeranian Medical University in Szczecin,
where Sanger sequencing was performed. The number of sequences by year of diagnosis
was as follows: 2016-88, 2017-111, 2018-293, 2019-132, 2020-124, 2021-44, 2022-38, 2023-52.
The collected data included gender, age at diagnosis (first positive Western Blot test result),
CD4 Tcell count and HIV-1 viral load at care entry, CDC clinical stage at care entry (AIDS
vs. non-AIDS), and the route of transmission (as determined by the patient).

2.2. Sequencing and Subtyping

HIV RNA of samples collected from 2016 to 2022 were isolated using the Viroseq kit
(Viroseq 2.8 and 2.9, Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA) according to the manufac-
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turer’s protocol, while the QIAamp® Viral RNA Mini Kit was used to isolate samples from
2023. The HIV-1 integrase region (866 b.p.) was amplified and sequenced with reagents and
conditions according to the method outlined by Laethem etal. [31]. Amplicons obtained by
the nested PCR method were used for sequencing using standard techniques with BigDye
technology on an ABI 3500 platform (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence
assembly was performed with the Recall online tool (https:/ /recall.bccfe.ca, accessed on 16
August 2024).

The subtype was initially identified using the COMET tool (https://comet.lih.lu/,
accessed on 20 August 2024) and the HIV BLAST algorithm (https:/ /www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/BASIC_BLAST /basic_blast.html, accessed on 20 August 2024), and
confirmed by phylogenetic analyses.

The accession numbers of the sequence data from this article have been deposited in
GenBank and are available in the Supplementary Data.

2.3. Drug Resistance Interpretation

Drug resistance mutations were categorized according to the Stanford HIV drug
resistance algorithm version 9.6 [32]. Each drug resistance mutation or combination has
an assigned penalty score. We assumed that major DRMs have a score > 10, while minor
mutations have a score of 10. Additionally, according to the Stanford interpretation,
sequences with a resistance level > 3 (indicating low, intermediate or high-level resistance)
were considered resistant in our study. Due to the high number of sequences with sub-
subtype A6, we have also included an analysis of the frequency of the L74I polymorphism,
which is not associated with drug resistance according to the Stanford HIV database, but has
been observed to influence the replicative capacity in cases with selected major integrase
resistance mutations [26].

2.4. Statistical Analysis

Statistical comparisons were performed using the Chi? test for nominal variables using
Statistica 13.1 (StatSoft, Warsaw, Poland) software. Using R 4.4.0 statistical software, logistic
regression was employed to analyze the distribution of DRMs and subtypes over time.

2.5. Phylogenetic Analyses

For our study, we analyzed the HIV-1 pol gene fragment corresponding to the integrase
region, spanning nucleotide positions from 4230 to 5096 of the HXB2 reference genome.
We focused on lineage B and sub-subtype A6 sequences, excluding other subtypes due
to their limited sample sizes. Sequences containing more than 5% ambiguous bases were
discarded from the alignment. The final dataset included 605 sequences of subtype B and
205 of sub-subtype A6. Sequences were aligned against the reference sequence K03455.1
(HXB2) using Clustal Omega software for each subtype [33]. Maximum likelihood (ML)
trees were inferred using IQ-TREE, employing the generalized time-reversible evolutionary
model [34]. Putative transmission clusters were identified using ClusterPicker v1.332 [35],
with a genetic distance threshold of 0.015 and branch support > 0.90 according to the
Shimodaira-Hasegawa approximate likelihood ratio test (SH-aLRT). The final phylogenetic
trees were prepared and annotated in iTOL [36].

3. Results
3.1. Baseline Characteristics of the Patients and HIV-1 Subtypes

Most of the individuals were male, 748 (84.81%), with 762 being of Polish origin
(86.39%), and a median age of 35 (interquartile range [IQR], 16-75) years (Table 1). The
dominant mode of transmission was MSM, accounting for 487 (55.22%) cases. The median
CD4 T-cell count was 349 cells/uL (range, 1-2253 cells/ L), while the median viral load
among cases was 4.80 log10 RNA copies/mL. HIV-1 RNA load ranged from 1.91 log10
RNA copies to 7.39 log10 RNA copies/mL. The proportion of late diagnosed cases was 411
(50.18%).
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Table 1. Characteristics of the study population.

Subtype
Sub-Subtype . p Value: B p Value: A6
Total Sape A6 nonc®  pValuE o Non-A6,  vs.NondB,
n= n=215 n":"SI v Non-B Non-A6

Gender, n (%)
Male 748 (84.81) 552 (89.61) 159 (73.95) 37(72.55)
Female 134 (15.19) 64 (10.39) 56 (26.05) 14(27.45) 20001 0,001 0.829
Age (years), median (IQR) 35 (16-75) 35 (16-75) 35 (21-73) 38 (18-68)
CD4 T-cell count (cells/pL), B ~ B B
ety 349 (1-2253)  355(1-2253)  335(1-1296)  246(1-1579)
<200 245 (3055) 165 (29.52) 60 (30.77) 20 (41.67)
>200 557 (69.45) 394 (70.58) 135(69.23) 28 (58.33) 0742 0079 0150
HIV-1 viral load (log10 480
RNA copies/mL), median Lon7ae 474222729 505(191-7.00) 491(255-7.39)
(IQR)® (1.91-7.39)
<5 1467 (58.01) 344 (61.87) 100 (48.78) 23(52.27)
>5 338 (41.99) 212 (38.13) 105 (51.22) 21 (47.73) 0.001 0209 0674
Late diagnosis (CD4 T-cell
count (cells/pL) <350 or 411 (50.18) 279 (49.12) 106 (52.48) 26 (53.06) 0413 0.59 0941
AIDS €
Clinical category at HIV
diagnosis (AIDS vs.
non-AIDS) ¢
AIDS 150 (19.13) 106 (19.38) 35 (18.42) 9(19.15)
Non-AIDS 634 (80.87) 441 (80.62) 155 (81.58) 38 (80.85) 0772 0.969 0.908
Risk exposure, n (%)
MSM * 487 (55.22) 364 (69.07) 101 (54.01) 22(51.16) <0.001 0.016 0736
HET ** 215 (24.38) 117 (22.20) 78 (41.71) 20 (46.51) <0.001 <0.001 0.566
IDU *** 54 (6.12) 45 (8.54) 8 (4.28) 1(2.33) 0.056 0.150 0.551
MTC %4 1(0.11) 1(0.19) 0 0 0.797

Data available for: @ 802 individuals, ® 805 individuals, ¢ 819 individuals, ¢ 784 individuals, ¢ 757 individuals.
*Men who have Sex with Men, ** Heterosexual, *** Injection drug user, **** Mother-to-child.

The most common HIV-1 variant was subtype B (616, 69.84%), followed by A6 (215,
24.38%), C and CRF02_AG (12, 1.36%, each), D (6, 0.68%), A1 (4, 0.45%), CRFO1_AE, G and
F (2, 0.23%, each), and other recombinant forms (11, 1.25%). Further details can be found
in Table S1. Additionally, the distribution of subtypes by year of diagnosis is available
in Table S2. Subtype B was more common in men compared to subtypes A6 and non-B
non-A6 (p < 0.001), which were more common in women (Figure S1). There were no
differences in median CD4 lymphocyte counts between subtypes. Median HIV-1 viral load
was lower in subtype B compared to A6 (p = 0.001). Furthermore, the frequencies of late
HIV diagnosis and advanced HIV disease (AIDS) were similar among all subtypes. In
terms of transmission route, subtype B was more prevalent among MSM compared to A6
(p < 0.001) and non-B non-A6 subtypes (p = 0.016), in which heterosexual transmission
was more frequent (B vs. A6, non-B non-A6 p <0.001). Considering the country of origin,
subtype B was significantly more frequent among Poles compared to migrants (77.95% vs.
18.33%, p < 0.001), in whom sub-subtype A6 was more frequently observed (75.00% vs.
16.40%, p < 0.001).

3.2. Frequency of INSTI DRMs and Drug Resistance
Transmitted Integrase Drug Resistance Mutations

A total of 135 (15.31%) sequences with DRMs were found, with 4 cases with major
drug resistance mutations and 131 with minor mutations. Importantly, most of these
sequences were sensitive to all INSTIs or exhibited potential low-level resistance only to
first-generation integrase inhibitors, EVG and RAL. Considering the definition of resistance
(Stanford resistance level > 3), 878 sequences (99.55%) were susceptible to all INSTIs, while
only 2 of 4 resistant sequences (0.23%) showed resistance to all drugs in this class. Two
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sequences had low-level resistance to EVG and RAL, while in two additional individuals,
intermediate resistance to EVG, BIC, CAB, DTG and low resistance to RAL were detected.
A detailed list of mutations is presented in the following sections.

e Major DRMs

Major DRMs were identified in four sequences (0.45%)—each had one major mutation—two
(0.23%) E138K and two (0.23%) R263K. All individuals were male Poles with subtype B.
Details on sequences with major mutations are provided in Table S3.

e  Minor DRMs

A total of 132 minor DRMs were detected in 131 sequences (14.85%), with 2 mutations
(E157Q and L74M) identified in one sequence with sub-subtype A6. The prevalence of the
DRM s and their associated subtypes were as follows: E157Q (123, 13.95%)—121 (93.18%)
with subtype B, 1 (0.81%) with A6, 1 (0.81%) with CRF03_AB, L74M (5, 0.57%, all males
with sub-subtype A6), T97A (3, 0.34%, all males with subtype B), D232N (1, 0.11%, male
with subtype B).

The E157Q mutation was notably more common among subtype B compared to sub-
subtype A6 (p < 0.001) and non-B non-A6 subtypes (p < 0.001). It was also more frequent
in women (44, 32.84%) compared to men (79, 10.56%, p < 0.001) and was associated with
injection drug use (37, 68.52%). It was less frequent among MSM (10, 2.05%, p < 0.001) and
the heterosexual population (46, 21.40%, p < 0.001).

The L74M mutation was observed more frequently in the A6 subtype compared to the
other subtypes (p < 0.001), but no differences were noted for gender or transmission route.
Details on sequences with minor mutations are provided in Table S54.

Additionally, we examined the prevalence of the L741 polymorphism which was
found in 226 (25.62%) sequences that had the following subtypes: 1 (0.44%) A1, 189 (83.63%)
A6, 27 (11.95%) B, 4 (1.77%) C, 4 (1.77%) CRF02_AG, and 1 (0.44%) D. The difference in
the prevalence of L74] mutation between sub-subtype A6 and non-A6 was statistically
significant (p < 0.001). It was also observed more frequently among women (p < 0.001) and
heterosexual infections (HET vs. MSM p = 0.002).

Regarding the origin, minor DRMs were significantly more common among Poles
(p =0.001), with 125 mutations detected (117 E157Q, 4 L74M, 3 T97A, and 1 D232N), while
among 6 migrants (4 with subtype B, 1 with A6 and 1 with CRF03_AB), only 7 substitutions
were found (5 E157Q and 1 E157Q + L74M).

3.3. Distribution of Integrase DRMs and Subtypes over Time

The distribution of mutations over time is shown in Figure 1. Due to the small number
of major DRMs, there was no significant trend over time (OR 0.68, 95% CI 0.31-1.25,
p = 0.291); however, for minor DRMs, a significant decrease was noted from 20.45% in 2016
t0 7.69% in 2023 (OR 0.83, 95% Cl1 0.74-0.92, p = 0.001).

There was no significant trend in the prevalence of minor DRMs among cases with sub-
type B (Figure 2a, p = 0.298), but we observed a decreasing trend over time in the frequency
of minor substitutions among sequences with sub-subtype A6 (Figure 2b, p = 0.051).

Additionally, we estimated whether there were any temporal trends in the subtype
prevalence. For subtype B (Figure 3a), we observed a statistically significant downward
trend (p < 0.001), while for sub-subtype A6 (Figure 3b), there was a significant increase over
time (p <0.001).

Moreover, Figure S2 shows the downward temporal trends in the frequency of minor
DRMs among men (a) (p = 0.030) and women (b) (p < 0.001). Furthermore, Figure S3
presents the temporal frequency of minor mutations by transmission route: MSM (a), HET
(b), and IDU (c). For heterosexual cases, a statistically significant downward trend was
observed (p < 0.001).
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Prevalence of DRMs over time in study group
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Figure 1. Logistic regression estimates for time trends between 2016 and 2023 are shown for major
(red, dashed line) and minor (blue, solid line) DRMs. Dots represent the percentage per year, with
vertical bars indicating 95% confidence intervals. The logistic regression trend lines are shown
vertically, with shaded areas representing 95% confidence intervals for the regression estimate.
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Sub-subtype A6 (2.b)
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Figure 2. (a) Prevalence of minor DRMs over time among subtype B sequences. (b) Prevalence of
minor DRMs over time among sub-subtype A6 sequences.

74



Viruses 2024, 16, 1597 90f17

Subtype B (3.a)
100% -
p-value < 1.00 x 10°

75% -
o
]
[=%
]
p=1
w

S 50%-
Py
=
@
o
=
a

25% -

0%-

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Year
(a)
Figure 3. Cont.

75



Viruses 2024, 16, 1597

100f17

Sub-subtype A6 (3.b)
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Figure 3. (a) Time trend in the prevalence of subtype B. (b) Time trend in the prevalence of sub-
subtype A6.

3.4. Sequence Clusters Including Clusterings of DRMs

In total, 98 clusters were detected—72 for subtype B (Figure 4a) and 26 for sub-subtype
A6 (Figure 4b).

For subtype B, there were 51 paired sequences, 6 of which had mutations: 1 with a
R263K mutation, 1 with E138K and 4 with E157Q. Additionally, there were 15 clusters with
3 sequences, 3 clusters with 4 sequences, 1 cluster with 5 sequences and 2 clusters with
8 sequences.

For sub-subtype A6, there were 19 paired sequences, with 1 pair having an L74M
polymorphic mutation. Moreover, six clusters with three sequences and one cluster with
six sequences were found.

Overall, there were no major clusters of transmitted drug resistance.
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Number of sequences in cluster
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Figure 4. (a) Phylogenetic tree for subtype B. Sequences with DRMs are marked with dots. Clustering
sequences are highlighted with different colors based on the number of sequences in the cluster, as
indicated in the legend. Bootstrap values > 70% are shown at the branch nodes. (b) Phylogenetic tree
for sub-subtype A6.

4. Discussion

This study presents new data on HIV-1 patterns of integrase inhibitor resistance
variants among treatment-naive individuals from Poland, collected between 2016 and 2023.
The last Polish publication on transmitted INSTI resistance included sequences from 2010
to 2015; therefore, this study is relevant due to the current, more frequent use of integrase
inhibitors among Polish patients.

The overall frequency of transmitted drug resistance was 15.31%; however, major
mutations constituted only 0.45%. These results are comparable to our earlier studies, in
which major mutations were observed infrequently (in the 2012 study, one R263K mutations
was detected, which was then classified as a minor mutation) [29,37]. Studies from other
countries show that major DRMs are found in about 0.3-1.5% of newly diagnosed people
living with HIV [19,38-40]. The two major mutations detected in our study were E138K
and R263K. Substitution of E138K is detected in approximately 0.15% of individuals [38,41],
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and is selected in patients receiving RAL, EVG, CAB, and DTG. It confers resistance to
INSTIs in combination with other mutations, although in our study it was detected alone
and occurred in 0.23% of individuals. R263K, a nonpolymorphic mutation, occurs in ~0.10%
of naive individuals [38,41], it is selected in vitro by EVG, DTG, BIC, and CAB and reduces
sensitivity to DTG, BIC and CAB by about 2-fold [11,42]. In our study, similarly to E138K,
it was identified in 0.23% of sequences. Both E138K and R263K mutations can occur in
conjunction with APOBEC G-to-A hypermutation; however, it was not detected in the
sequences containing these mutations. Since 2020, we have not found any major DRMs,
and in previous years, there was no significant trend due to the low number of mutations.

Minor mutations were detected in 14.85% of sequences, with the vast majority be-
ing the E157Q polymorphism (13.95%). Other detected DRMs included L74M (0.57%),
T97A (0.34%), and D232N (0.11%). L74M is a polymorphic mutation that occurs in 1-5%
of individuals depending on the subtype, and is more frequently observed in non-B
subtypes [43,44]. It reduces sensitivity to INSTIs only in combination with other muta-
tions [11,45], but in our study, it occurred alone and was observed only in sub-subtype A6.

Various studies show that the E157Q polymorphism is detected in about 2.5% of
treatment-naive patients [19,38,46]. However, depending on the subtype, its frequency may
vary from 1.7% to 5.6% [47]. In the Polish population, this mutation is much more frequent—
in 2012, it was observed in 28.8% of the population [37], and in 2017 in 19.19% [29]. The
association between the E157Q mutation and reduced sensitivity to INSTIs is weak and
this variant alone does not affect sensitivity to INSTIs in vitro [48]. In our study, only
one combination with the E157Q mutation, E157Q + L74M, was observed, but it had no
significant effect on resistance. However, according to the Stanford database, it may show
potentially low resistance to raltegravir and elvitegravir, while the French ANRS database
associates this substitution with full resistance to first-generation INSTIs [49]. Studies in
real-world settings show that a small percentage of patients who carry the E157Q variant
experience virological failure when treated with RAL or EVG [46,50].

Additionally, in our study, E157Q was more frequently observed among subtype B,
women and injection drug users, which is in line with a previous Polish study [29]. The
significant prevalence of the E157Q mutation in the subtype B population in Poland might
indicate a weak founder effect, potentially resulting from a virus that was previously trans-
mitted extensively among IDUs. The higher prevalence of this substitution in IDUs may be
also related to their weaker adherence and more frequent virological failure, predisposing
them to the development of drug resistance [51].

In Poland, a continuous decrease in the frequency of minor mutations (mainly E157Q)
has been observed—in 2012, it was 38.5% [37], dropped to 21.5% in 2017 [29], and currently
it is 14.85%. We did not observe significant differences in the distribution of minor muta-
tions by year for gender or subtype. Regarding the route of transmission, a statistically
significant downward trend is observed in heterosexual infections, which may be related to
the fact that the E157Q variant mainly occurs in subtype B associated with MSM infections.
Since we observed a systematic decrease in the prevalence of subtype B in Poland, the
frequency of the E157Q mutation, which is a polymorphic variant for this subtype, is also
decreasing. For sub-subtype A6, of which prevalence is significantly increasing, the E157Q
mutation is not polymorphic and was detected in only one individual (0.81%).

Furthermore, the E157Q polymorphism clustered within subtype B—four pairs of
sequences with this mutation were detected. Other studies have also observed clustering of
this mutation [37,52]. In a previous Polish study, the E157Q variant was present in a large
cluster of 33 sequences, which were transmitted to heterosexually infected female partners
and associated with a history of injection drug use [29]. We did not observe such a trend in
our clusters, as transmission route was unknown for four individuals, while the remaining
consisted of two MSM, one IDU, and one heterosexual transmission.

The change in the distribution of subtypes over the last few years is noteworthy.
There is a clear downward trend in the prevalence of subtype B and an upward trend in
sub-subtype A6. In our previous study conducted by Serwin et al. [53], it was estimated
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that from 2015 to 2019, sub-subtype A6 was present in 8.66% of cases, while in the current
study, it has already increased to 24.38%. This change is largely attributable to the Russian
invasion of Ukraine, which in 2022, led to significant migration, primarily to Poland.
Among the Polish population, sub-subtype A6 was found in 16.4% of cases, while in
migrants it was present in 75.0% of cases. Although no major mutations were observed
among migrants and the E157Q variant was rare, it is important to note that sub-subtype
A6 is associated with mutations at position L74, which are linked to the development of
resistance to cabotegravir. In our study, the L74I polymorphism was frequent.

The study has several limitations. There was no systematic sampling of patients for
integrase resistance analyses as there is no national systematic drug resistance surveillance
program. Polish centers provided materials collected from patients for primary transmitted
drug-resistance analysis based on physicians’ request. Additionally, the study covers
centers following up patients from approximately half the territory of Poland. Therefore,
the study does not fully reflect the prevalence of integrase DRMs in the overall population,
but remains the largest Polish cohort to date. It was also impossible to confirm whether all
cases were truly treatment-naive as it was self-reported by patients.

5. Conclusions

In conclusion, transmitted resistance to integrase inhibitors remains low, with a high
frequency of the polymorphic E157Q mutation, which is more prevalent in the Polish pop-
ulation compared to other countries and primarily observed among females and injection
drug users. The frequency of minor mutations continues to decrease, and their clustering
is less frequent compared to previous years. It is important to highlight the significant
shift in the subtype distribution in Poland. Sub-subtype A6 is becoming more common,
and since it is primarily associated with mutations at position L74, it may affect resistance
to long-acting cabotegravir. However, despite the changes in subtype variability, major
integrase transmitted DRMs continue to be rare.
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Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
'KB-0012/118/04/19 Szczecin, dnia 11.04.2019 1.

Sz.P.
Prof. dr hab. n. med. Mitosz Parczewski
Klinika Choréb Zakaznych, Tropikalnych
i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych
PUM w Szczecinie

ul. Arkoriska 4
71-455 Szczecin

Uprzejmie informuje o zgodnosci tematéw realizowanych w Klinice Choréb Zakaznych,
Tropikalnych i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych z realizowaniem programu badawczego
Narodowego Centrum Nauki (NCN).

Uprzejmie informuje, Ze nastepujace opinie Komisji Bioetycznej PUM w Szczecinie:

1. KB-0012/26/17 "Zmienno$¢ molekularna HCV w regionach NS3, NS5A i NS5B a lekooporno$é
na bezposrednio dziatajace preparaty przeciwwirusowe stosowane w-leczeniu przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu C",

2. KB-0012/08/12 ,Sekwencjonowanie cafosci genomu HIV-1 dla subtypéw nie-B oraz dla
pacjentow o naturalnie niskiej wiremii z subtypem HIV-1 B".

umozliwiajg realizacje projektu badawczego pn.: "Uzycie modeli molekularnych dla nadzoru nad
lekoopornoécig i przewidywania rozwoju sieci transmisji HIV i HCV".

PRZEWODNICZACY
Komisji Bioetycznej
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w

prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik
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13. OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW

Szczecin 30.10.2024 r.

prof. dr hab. n. med. Mitosz Parczewski

Klinika Choréb Zakaznych, Tropikalnych

i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam moj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji:

1.

Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Raczynska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.
Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044

Scheibe K, Urbanska A, Serwin K, Parczewski M. Frequency of genotypic factors possibly
associated with cabotegravit/rilpivirine failure in antiretroviral treatment-naive and -
experienced HIV-1- infected population. Infect  Genet  Evol.  2022;104:105358.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2022.105358

Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor
A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Méj wkiad pracy w w/w publikacjach polegat na rekrutacji pacjentéw do badania, zarzadzaniu danymi

oraz nadzorowaniu przygotowania manuskryptow.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cz¢s¢ w/w prac wykazuje indywidualny

wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgsci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikéw.
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Szczecin 29.10.2024 1.

dr n. med. Anna Urbanska
Klinika Chorob Zakaznych, Tropikalnych
i Nabytych Nicdoboréw Immunologicznych

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nastepujacych publikacji:

1. Scheibe K, Urbaniska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Raczynska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.
Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/1359653521 1043044

2. Scheibe K, Urbanska A, Serwin K, Parczewski M. Frequency of genotypic factors possibly

associated with cabotegravir/rilpivirine failure in antiretroviral treatment-naive and -

experienced HIV-1- infected population. Infect ~ Genet  Evol. 2022;104:105358.

https://doi.org/10.1016/j.meegid.2022.105358

Mielczak K, Serwin K, Urbaniska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor

A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,

w

Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Moj wkiad pracy w w/w publikacjach polegat na wykonaniu czgici eksperymentalnej i opracowaniu
wynikow.
Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

O$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ w/w prac wykazuje indywidualny
wktad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czesci  eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow.

lenl dr n. med. Anna Urbatiska
specjalista
| taboratoryjnej diagnostyki
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Szczecin 30.10.2024 r.

dr hab. n. med. Karol Serwin
Klinika Choréb Zakaznych, Tropikalnych

i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nast¢pujacych publikacji:

1.

Scheibe K, Urbanska A, Serwin K, Parczewski M. Frequency of genotypic factors possibly
associated with cabotegravir/rilpivirine failure in antiretroviral treatment-naive and -
experienced HIV-1-  infected population. Infect  Genet  Evol.  2022;104:105358.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2022.105358

M¢j wkiad pracy polegat na opracowaniu wynikow.

2. Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor

A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jabtonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Mo6j wklad pracy polegal na opracowaniu wynikow.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

O$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ w/w prac wykazuje indywidualny

wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgsci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow.

ot
Sen A

87



Szczecin 30.10.2024 r.

dr hab. n. med. Bogusz Aksak-W3as
Klinika Chordob Zakaznych, Tropikalnych
i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie publikacji

Mielczak K, Serwin K, Urbaniska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor A,
Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B, Lojewski W,
Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland Remains Low Despite
Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597. https://doi.org/10.3390/v16101597

Méj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgéé w/w pracy wykazuje indywidualny
wktad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgéci cksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy.

dr hab. n. med. BaguyszJ. Aksak-Was
|

specyalista ¢ zakaznych
3196609
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Szczecin 30.10.2024 .
lek. Malwina Karasinska-Cieslak
Klinika Choréb Zakaznych, Tropikalnych
i Nabytych Niedoboréw Immunologicznych

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wktad pracy w przygotowanie publikacji

Mielczak K, Serwin K, Urbariska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor A,
Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jabtonowska E, Szymczak A, Szetela B, Lojewski W,
Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland Remains Low Despite
Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597. https://doi.org/10.3390/v16101597

Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentow do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oswiadczam, iz samodzielna i moziiwa do wyodrebnienia cze$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgsci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikéw tej pracy.
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Krakow 29.10.2024 r.
dr hab. n. med. Monika Bociaga-Jasik, prof. UJ
Katedra Choréb Zakaznych

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam mdj wklad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji:

1. Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Raczynska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.
Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044

Mdj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

1. Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor
A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

M6j wkilad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w  publikacji

w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

O$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$é w/w prac wykazuje indywidualny
wkitad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu cze$ci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow.
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Krakéw 29.10.2024 r.

lek. Aleksandra Raczynska
Katedra Chorob Zakaznych
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam mdj wklad pracy w przygotowanie publikacji

Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Raczyiiska A, Szymczak A,
Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated resistance mutations
among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients. Antiviral therapy. 2021;26(3-
5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044

M¢j wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaje Mielczak w/w  publikacji

w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg§¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wklad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgsci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy.
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Wroclaw 29.10.2024 r.
dr n. med. Aleksandra Szymczak
Katedra i Klinika Choréb Zakaznych,
Choréb Watroby i Nabytych Niedoboréw Odpornosciowych

Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wklad pracy w przygotowanie nast¢pujacych publikacji:

1. Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Raczynska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.
Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044

M¢j wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

2. Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasifiska-Cie$lak M, Mularska E, Witor
A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Mo6j wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cz¢$¢ w/w prac wykazuje indywidualny
wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czg¢$ci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikéw.
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Wroclaw, 29.10.2024 r.

dr n. med. Bartosz Szetela

an

Katedra i Klinika Chorob Zakaznych,
Chorob Watroby i Nabytych Niedoboréw Odporno$ciowych

Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji:

1. Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Raczynska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.

Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044
Moj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentow do badania oraz zarzadzaniu danymi.

2. Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor
A. Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Méj wklad pracy polegal na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaje Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgé¢ w/w prac wykazuje indywidualny
wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgéci eksperymentalne;,

opracowaniu i interpretacji wynikow.
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Gdansk 05.11.2024 r.
lek. spec: Pawel Jakubowski
Poradnia Leczenia Niedoberéw Odpornosci

Szpitale Pomorskie ) _ : = .

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam moj wkiad pracy w przygotowanie nastgpujacych publikacji:

1. Scheibe K, Urbanska A, Jakubowski P, Hlebowicz M. Bocigga-Jasik M, Raczyfska A,
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.

Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/13596535211043044
Moj wkiad pracy polegé{ na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

2. Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor
A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted. Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024:;16(10):1597.
https://doi.org/10.3390/v16101597

Moj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Kaje Mielczak w/w publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ w/w prac wykazuje indywidualny
wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czesei eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikow.
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drn. med. Wiadyslaw Lojewski
Katedra Choréb Zakaznych
Szpital Uniwersytecki im. Karola Marcinkowskiego

w Zielonej Gorze

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam méj wkiad pracy w przygotowanie nast¢pujacych publikacji:
1. Scheibe K, Urbariska A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Raczyriska A,
i
Szymczak A, Szetela B, Lojewski W, Parczewski M. Low prevalence of doravirine-associated
resistance mutations among polish human immunodeficiency-1 (HIV-1)-infected patients.
Antiviral therapy. 2021;26(3-5):69-78. https://doi.org/10.1177/ 13596535211043044

MGj wklad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

2. Mielczak K, Serwin K, Urbaniska A, Aksak-Was B, Karasiriska-Cieslak M, Mularska E, Witor
A, Jakubowski P, Hlebowicz M, Bociaga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B,
Lojewski W, Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland
Remains Low Despite Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;1’6(10):!597.
‘https://doi.org/10.3390/v16101597 4

pracy polegal na rekrutacji pacjentw do badania oraz zarzadzaniu danymi.

modzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$é w/w prac wykazuje indywidualny
Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czgéci eksperymentalnej,
wynikéw. YRy :
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L6dz 30.10.2024 r.

prof. dr hab. n. med. Elzbieta Jablonowska
Klinika Choréb Zakaznych i Hepatologii
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Potwierdzam moj wkiad pracy w przygotowanie publikacji

Mielczak K, Serwin K, Urbanska A, Aksak-Was B, Karasinska-Cieslak M, Mularska E, Witor A,
Jakubowski P, Hlebowicz M, Bocigga-Jasik M, Jablonowska E, Szymczak A, Szetela B, Lojewski W,
Parczewski M. Frequency of Major Transmitted Integrase Resistance in Poland Remains Low Despite

Change in Subtype Variability. Viruses. 2024;16(10):1597. https://doi.org/10.3390/v16101597
Méj wkiad pracy polegat na rekrutacji pacjentéw do badania oraz zarzgdzaniu danymi.

Jednoczednie wyrazam zgodg na wykorzystanie przez mgr Kaj¢ Mielczak w/w  publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ w/w pracy wykazuje indywidualny
wkiad mgr Kai Mielczak przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czesci eksperymentalnej,

opracowaniu i interpretacji wynikéw tej pracy.
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