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Table S1. Influenza A virus proteins, protein data bank IDs (PDB ID), and references.

Influenza protein PDB ID Reference

HA (H1) 3LZG (Xu et al. 2010)

HA (H3) 4FNK (Ekiert et al. 2012)

NA (N1) 4B7N (van der Vries et al. 2012)
NA (N2) 1IVG (Jedrzejas et al. 1995)

M2 2LYO (Wang et al. 2013)

M1 3MD2 n.a.

Pol 4WSB (Reich et al. 2014)

NP 4IRY (Yeetal. 2012)

NS1 3F5T (Bornholdt and Prasad 2008)
PB2:m(7)GTP 4CB6 (Pautus et al. 2013)
HA:CR8020 3SDY (Ekiert et al. 2011)
HA:39.29 3ZT) (Corti et al. 2011)
HA:CR6261 3GBN (Ekiert et al. 2009)
HA:F10 3FKU (Sui et al. 2009)
HA:HC45 1QFU (Fleury et al. 1999)
HA:HC19 2VIR (Fleury et al. 1998)
HA:HC63 1KEN (Barbey-Martin et al. 2002)
HA:2D1 3LZG (Xu et al. 2010)
HA:FI6V3 3ZTN (Corti et al. 2011)
HA:S139/1 4GMS (Lee et al. 2012)
HA:CH65 3SM5 (Whittle et al. 2011)
HA:F-HB80.4 4EEF (Whitehead et al. 2012)
HA:HB36.3 3R2X (Fleishman et al. 2011)
HA:C05 4FP8 (Ekiert et al. 2012)
HA:F045-92 4058 (Lee et al. 2014)
HA:FLD194 5A3I (Xiong et al. 2015)
HA:C179 5COR (YYassine et al. 2015)
NA:Mem5 2AEP (Venkatramani et al. 2006)
NA:CD6 4QNP (Wan et al. 2015)
NA:NC41 INMB (Malby et al. 1994)

n.a. — not available.




Table S2. Frequencies of selected mutations in A(H1N1)pdmQ9 strains are shown (in HA-gene numbers of residues are

shown without 16 amino acids of signal peptide). The evolutionary markers were subdivided into drivers and

passengers based on their time of appearance.

Viral

Mutation

2009/

2010/

2011/

2012/

2013/

2014/

protein  site Al A2 2010 2011 2012 2013 2014 2015 OF  Drivers
0.96 group 4
HA 98 N* 0,04 031 025 08 099 100 99 iver
0.99 group 7
HA 164 Q* 0,00 000 000 012 098 099 99 iver
HA 186 T 0,00 063 088 097 099 100 190 -
HA 235 | 0,01 000 000 059 001 o000 9% -
0.99 group 7
HA 257 ™ 0,00 0,00 0,00 0,12 0,96 0,99 ' passenger
HA 284 Ex 0,01 002 002 095 099 o097 098 -
HA 322 v 0,96 099 099 09 082 100 018 -
HA 375 K* 0,54 084 099 099 100 099 046 -
HA 452 N 0,03 029 088 098 100 099 097 -
HA 475 M 0,00 000 001 001 013 o000 913 -
0.99 group 4
HA 500 K* 0,01 0,13 0,10 0,83 0,99 1,00 ' passenger
0.96 group 8
NA 34 \Y 0,00 0,00 0,00 0,05 0,88 0,96 ' passenger
1,00 --
NA 44 s 0,00 030 065 08 099 1,00
NA 82 p* 0,02 002 000 001 047 006 047 -
NA 106 | 0,88 099 093 014 000 o000 999 -
1.00 group 5
NA 200 S 0,00 0,00 0,05 0,82 0,98 1,00 ' passenger
088 --
NA 241 | 0,12 068 098 098 1,00 100
NA 321 Y, 0,11 000 001 012 090 100 100 -
NA 369 K* 0,11 069 098 097 100 100 08 -
NA 386 K* 0,01 001 000 001 038 o091 09 -
0.99 group 8
NA 432 Ex 0,00 000 000 005 08 09 999 Giver
NA 449 K* 0,00 000 000 001 018 o000 018 -




0,99

M1 80 | 0,00 055 084 091 100 0,99
M1 192 Y, 0,00 000 000 076 099 100 00 -
100 group 5
M1 230 R 0,00 000 007 08 100 1,00 190 iscenger
055 -
M2 12 K 0,00 001 000 003 055 0,00
0.99 group 5
M2 21 G* 0,00 0,00 0,10 0,89 0,99 0,40 ' passenger
. 058 -
M2 21 V* 0,00 000 000 000 008 058
0.92 group 9
NSl 55 K* 0,00 001 000 004 074 092 992 i
1.00 group 2
NS1 90 | 0,00 015 046 087 100 1,00 190 accenger
NS1 131 Ex 0,00 000 007 005 076 092 092 -
0.84 group 9
NS2 29 s 0,00 000 000 004 073 08 98 iicenger
0.99 group 3
NS2 48 A* 0,01 008 019 08 094 100 999 Griver
050 -
NS2 89 v 0,00 000 000 012 050 001
0.68 group 6
NP 373 A* 0,03 000 001 002 068 000 %08 iccenger
0.64 group 6
NP 425 | 0,04 004 000 002 064 05 9 Liver
0.99 group 5
NP 498 N 0,03 0,01 0,08 0,90 0,97 1,00 ! passenger
098 -
PA 100 | 0,01 000 007 005 090 098
0.96 group 1
PA 321 K* 0,04 060 076 097 09 100 99 iver
094 -
PA 330 v 0,00 021 027 006 092 0094
PA 343 T* 0,76 083 057 091 008 o001 09 -
0.98 group 8
PA 361 R 0,00 000 000 004 089 098 9% iscenger
PA 441 K* 0,00 000 000 009 001 o000 909 -
PA 459 T 0,00 000 000 002 068 o000 068 -
PA 615 R 0,01 000 000 002 055 000 0° -




0,93

PA-X 100 VAR 0,03 000 008 006 093 na
0.99 group 1
PA-X 221 R Q* 0,01 0,65 0,76 0,96 1,00 na ' passenger
PA-X 229 L s+ 0,00 016 027 007 094 na 09 -
PB1 154 G D* 0,01 004 025 093 097 100 099 -
0.98 group 2
PB1 397 Y 0,01 015 047 091 099 091 998 Giver
0.68 group 6
PB1 375 s N 0,04 001 000 002 06 006 % Lacsenger
PB1 435 | T* 0,10 027 068 09 100 100 09 -
PB1 646 Mo 0,00 000 000 001 062 o000 962 -
0.98 group 5
PB2 54 R K 0,01 0,02 0,08 0,92 0,97 0,99 ' passenger
0.99 group 5
PB2 66 Mo 0,01 000 005 095 1,00 099 99 uver
0.99 group 3
PB2 195 D N* 0,00 0,03 0,19 0,97 1,00 0,99 ' passenger
0.99 group 3
PB2 293 R K 0,00 0,06 0,17 0,96 1,00 0,99 ' passenger
0.99 group 1
PB2 344 VM 0,01 062 075 097 100 100 % accenger
1.00 group 1
PB2 354 I L 0,00 062 075 098 100 100 190 iccenger
PB2 389 R K 0,00 000 000 002 068 o000 068 -
0.98 group 3
PB2 731 \Y | 0,01 0,03 0,17 0,94 0,99 0,98 ' passenger

na - not available; R- amino acid in reference reference sequence; Al —amino acid in analysed sequences; A2 — another
amino acid in analysed sequences; AF — difference between minimal and maximal frequencies of amino acid change

during 5 years period; * - possibly radical amino acid change.

Table S3. Frequencies of selected mutations in A(H3N2) strains (in HA-gene numbers of residues are shown without
16 amino acids of signal peptide). The evolutionary markers were subdivided into drivers and passengers based on their

time of appearance.

Viral Mutation 2009 2010/ 2011/ 2012/ 2013/ 2014/ :
protein _site ROAL A2 po10 2011 2012 2013 2015 AF - Drivers
HA 3 | 008 001 004 006 068 067 -

099 group 4
HA 33 R* 000 000 018 074 0,99 ! passenger




HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

45

48

53

62

94

122

128

138

142

144

144

145

157

159

160

198

223

225

278

311

312

347

347

N*

K*

H*

D*

A*

S*

G*

K*

S*

Y*

T*

S*

D*

K*

H*

K*

0,02

0,00

0,06

0,48

0,02

0,00
0,00
0,00
0,00

0,41

0,00

0,00

0,01

0,00

0,00

0,00

0,01

0,01

0,00

0,00

0,24
0,00

0,00

0,07

0,02

0,39

0,05

0,39

0,00
0,00
0,01
0,04

0,05

0,00

0,04

0,00

0,00

0,00

0,74

0,09

0,03

0,01

0,00

0,27
0,11

0,00

0,26

0,24

0,33

0,02

0,31

0,00
0,00
0,00
0,09

0,00

0,00

0,49

0,00

0,02

0,00

0,64

0,63

0,03

0,19

0,00

0,63
0,02

0,00

0,84

0,85

0,14

0,00

0,14

0,00
0,36
0,01
0,38

0,01

0,00

0,81

0,03

0,00

0,00

0,83

0,86

0,02

0,81

0,00

0,83
0,16

0,00

1,00

1,00

0,06

0,01

0,06

0,03
0,69
0,11
0,69

0,00

0,19

1,00

0,13

0,16

0,15

1,00

1,00

0,31

0,99

0,19

0,99
0,24

0,09

1,00

0,99

0,02

0,14

0,03

0,14
0,33
0,10
0,33

0,00

0,70

1,00

0,18

0,70

0,69

0,99

1,00

0,79

1,00

0,65

1,00
0,04

0,16

0,98

0,99

0,37

0,48

0,37

0,14
0,69
0,11
0,38

0,41

0,70

1,00

0,18

0,70

0,69

1,00

1,00

0,79

1,00

0,65

0,76
0,24

0,16

group 5
driver

group 5
passenger

group 3
driver

group 3
passenger

group 9
driver

group 6
passenger

group 7
driver

group 7
passenger

group 6
driver

group 4
passenger

group 9
passenger




0,41

HA 487 N* 0,00 007 041 003 0,00 0,00
HA 489 N* 019 004 002 023 031 066 0.64 -
NA 81 p 000 000 067 095 099 1,00 oo -
0.99 group 4
NA 93 G* 0,00 002 018 083 0,99 0,99 ’ driver
0,93 -
NA 221 D 0,00 000 003 004 050 0093
0.69 group 8
NA 267 K* 0,00 000 000 000 0,04 069 ' driver
0,65 -
NA 380 \Y/ 0,00 000 000 000 0,00 065
NA 392 T 000 000 00l 000 03l 0,3 031 -
M2 54 \Y 0,00 0,00 000 000 0,17 0,06 0.17 -
0,10 --
NP 217 G 0,00 003 000 000 0,01 010
016 group 10
NP 421 D* 0,00 000 000 000 0,06 016 ’ driver
0,94 --
NS1 26 K* 0,06 014 031 087 097 1,00
NS1 124 | 00l 000 000 000 00l 011 011 -
053 group 2
NS1 129 T* 0,05 053 049 0,14 0,00 0,00 : driver
0.58 group 1
NS1 135 N 0,49 042 045 092 099 1,00 ’ passenger
057 group 1
NS1 139 G* 0,48 0,42 0,45 092 0,99 0,99 ’ passenger
100 group 5
NS1 229 E* 0,00 000 009 089 100 1,00 ’ passenger
0,18 --
NS2 27 G* 0,00 000 000 001 0,05 018
0.58 group 1
NS2 88 R 0,49 042 044 085 0,99 1,00 : passenger
051 group 2
NS2 92 S 0,04 051 049 0,13 0,03 0,00 : passenger
0,10 --
PA 256 K* 0,00 000 000 001 0,02 010
0.69 group 8
PA 272 S 0,00 000 000 000 0,06 069 : driver
0,11 --
PA 308 \Y, 0,00 000 001 000 0,01 011
PA 396 E* 0,97 099 095 098 099 0,84 0.15 -




0,11 --

PA 407 I M 0,00 001 000 000 0,01 011
PA 409 N S 040 022 043 084 099 1,00 078 -
PA 554 IV 0,00 0,00 000 000 001 0,11 011 -
PA 605 K R 0,00 0,00 000 003 001 0,11 011 -
PA 668 Voo 000 000 005 012 013 039 039 -
PA 669 Vo 000 000 000 000 001 011 011 -
PA 675 N K* 0,00 0,00 000 012 0112 0,61 0,61 -
0.14 group 10
PB1 331 E D 0,00 000 000 000 0,06 014 ’ passenger
0.55 group 1
PB1 587 A T 0,50 045 044 094 099 0,98 ’ passenger
0,77 --
PB1 745 K R 0,43 077 052 0,15 0,00 0,00
0.63 group 1
PB2 63 IV 0,47 042 043 085 0,97 034 : driver
053 group 2
PB2 81 M 0,04 052 053 0,13 0,01 0,00 : passenger
0.54 group 2
PB2 221 A S* 0,06 053 054 013 0,01 0,00 : driver
0.55 group 2
PB2 293 R K 0,06 053 055 0,13 0,00 0,00 : passenger
0,60 --
PB2 353 K R 0,94 044 040 0,88 0,99 1,00
058 group 1
PB2 461 IV 0,48 042 044 085 1,00 1,00 ’ passenger
0.56 group 2
PB2 560 vV ol 0,07 056 055 0,14 0,00 0,00 ’ passenger
0,35 -
PB2 588 [ 0,00 000 003 006 007 035
PB2 613 T A 000 041 039 080 039 100 100 -

na - not available; R- amino acid in reference sequence; Al —amino acid in analysed sequences; A2 — another amino
acid in analysed sequences; AF — difference between minimal and maximal frequencies of amino acid change during 5
years period; * - possibly radical amino acid change.

Table S4. The prevalence of evolutionary markers in A(HLN1)pdmO9 vaccine strain candidates recommended by WHO
for previous influenza seasons (in HA-gene numbers of residues are shown without 16 amino acids of signal peptide).

2010/2011

Vir | Mut

al atio Al

prot | n (A/Californi
ein* | site | R| a/07/2009)
HA | 186 | T S




HA | 322 |V |

HA | 375 | K E

NA | 106 || \%

NA | 241 || A%

NA | 369 | K N

M1 80 | I A%

PA | 321 | K N

PA | 343 | T A

PB2 | 344 | M \%

PB2 | 354 | L |

Matches (total) 0(11)

2011/2012

Vir | Mut

al atio Al

prot | n (A/Californi

ein* | site | R| a/07/2009)

HA | 186 | T S

HA | 322 |V |

HA | 375 | K E

HA | 452 | N S

NA 44 |'S N

NA 106 | | Vv

NA | 241 | | Vv

NA | 369 | K N

M1 80 | I \%

PA | 321 | K N

PA 343 | T A

PB1 | 435 | T |

PB2 | 344 | M Vv

PB2 | 354 | L |

Matches (total) 0(14)

2012/2013

o | atio AL A A3 aa | As A
prot n R| (A/Californi | (A/Christchu | (A/Brisban (_A/Callforn (AlTexas/ | (A/England York/1
cin* | site a/07/2009) rch/16/2010) | e/10/2010) | ia/04/2009) | 05/2009) | /195/2009) 8/2009)
HA 93 N D D D D D D D
HA | 186 | T S S S S S S S
HA | 235 | I Vv \Y \Y Vv Vv \Y% \Y%
HA | 284 | E K K K K K K K
HA | 322 |V | \ \% | \% \% \%
HA | 375 | K E K K E E E E
HA | 452 | N S S S S S S S
HA | 500 | K E E E E E E E
NA 44 S N N N N N N N
NA | 200 | S N N N N N N N
NA | 241 | | \Y \Y Vv Vv Vv Vv Vv
NA | 369 | K N N N N N N N
M1 80 | I \% \ \% \% \% \% \%
M1 | 192 |V M M M M M M M
M1 | 230 | R K K K K K K K
M2 21 G D D D D D D D

0o




1(31)

A7
(A/New
York/1l

8/2009)

1(31)

A6
(A/England

/195/2009)

1(31)

A5
(AlTexas/

05/2009)

0(31)

A4

(A/Californ

ia/04/2009)

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
>2(31)

A3
(A/Brisban

£/10/2010)

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
>2(31)

A2

(A/Christchu

rch/16/2010)

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na

0(31)

Al

a/07/2009)

90
48

498
321
343

154
397
435

54
66
195
293

344
354
731

NS1
NS2
NP

PA
PA
PB1
PB1
PB1
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2

Total matches

2013/2014

R | (A/Californi

Mut

atio

n
site

93
186
235
257
284
322
375
452
500

34
44

82
200
241
321
369
432

80

192
230

12
21

55
90

131
29
48

89
373
425
498

100

Vir

al

prot

ein*
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
M1

M1

M1

M2

M2

NS1
NS1
NS1
NS2
NS2
NS2
NP

NP

NP

PA




1(50)

A7
(A/New
York/1l

8/2009)

1(50)

6

A

(A/England

/195/2009)

1(50)

A5
(AlTexas/

05/2009)

0(50)

A4

(A/Californ

ia/04/2009)

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
>2(50)

A3
(A/Brisban

£/10/2010)

na
na
na
na
na
na
na
na

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
>2(50)

A2

(A/Christchu

rch/16/2010)

na
na
na
na
na
na
na
na

0(50)

Al

a/07/2009)

321
330
361
459
615

154
397
375
435
646

54
66
195
293

344
354
389
731

PA

PA

PA

PA

PA
PB1
PB1
PB1
PB1
PB1
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2
PB2

Matches (total)

2014/2015

R | (A/Californi

Mut

atio

n
site

93
186
235
257
284
322
375
452
500

34
44
200
241
321
369
386
432
80
192
230
21

55
90
131
29
48

425
498

100

Vir

al

prot

ein*
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
M1

M1

M1

M2

NS1
NS1
NS1
NS2
NS2
NP

NP

PA

10



PA 321 | K N na na N N N N
PA 330 |V | na na | | | |
PA 361 | R K na na K K K K
PB1 | 154 | D G na na G G G G
PB1 | 397 | M | na na | | | |
PB1 | 435 | T | na na | | | |
PB2 54 K R na na R R R R
PB2 66 | M na na M M M M
PB2 | 195 | N D na na D D D D
PB2 | 293 | K R na na R R R R
PB2 | 344 | M \Y na na \Y \Y \Y \Y
PB2 | 354 | L | na na | | | |
PB2 | 731 | I \Y na na Vv Vv \Y \V
Matches (total) 0(42) >2(42) >2(42) 0(42) 1(42) 1(42) 1(42)

na - not available; R- amino acid in reference reference sequence; A1-7 —amino acid in corresponding vaccine strains.

PA-X was excluded from the analysis.

Table S5. The prevalence of evolutionary markers in A(H3N2) vaccine strain candidates recommended by WHO for
previous influenza seasons (in HA-gene numbers of residues are shown without 16 amino acids of signal peptide).

2010/2011
Viral protein* | Mutation site R Al (A/Perth/16/2009) (A/Wiscorfs\izn/15/2009)
HA 198 S A A
NS1 129 T M M
NS2 92 S S na
PA 396 E D na
PB1 745 R K na
PB2 81 | M na
PB2 221 S A na
PB2 293 K R na
PB2 560 | \Y na
Matches (total) 1(9) >0(9)
2011/2012
Viral protein* | Mutation site R Al (A/Perth/16/2009)
HA 198 S A
HA 223 | \
HA 312 S N
NA 81 P L
PA 396 E D
PB1 745 R K
PB2 81 | M
PB2 221 S A
PB2 293 K R
PB2 560 | \%
Matches (total) 0(10)
2012/2013
Viral protein* ‘ Mutation site ‘ R A2

11




(A/Victoria/361/2011)

HA 33 R Q
HA 45 N N
HA 48 | I
HA 145 S N
HA 198 S S
HA 223 | I
HA 278 K N
HA 312 S S
NA 81 P P
NA 93 G G
NS1 26 K E
NS1 135 N N
NS1 139 G G
NS1 229 E K
NS2 88 R R
PA 396 E D
PA 409 S S
PB1 587 T T
PB2 63 Vv Vv
PB2 353 R R
PB2 461 Vv Vv
PB2 613 A A
Matches (total) 16(22)
2013/2014
Viral protein* | Mutation site R Al (A/Texas/50/2012)
HA 33 R R
HA 45 N N
HA 48 | I
HA 128 A N
HA 142 G R
HA 145 S N
HA 198 S S
HA 223 | |
HA 278 K K
HA 312 S S
NA 81 P P
NA 93 G G
NA 221 D E
NS1 26 K E
NS1 135 N N
NS1 139 G G
NS1 229 E E
NS2 88 R R
PA 396 E E

12




PA 409 S S

PB1 587 T T

PB2 63 Y, Y;

PB2 353 R R

PB2 461 v v

Matches (total) 19(24)
2014/2015
Viral protein® | Mutation site R Yﬁrlk;?s;/'\égvlvz) (A/Almat9§958/2013)
HA 3 | L L
HA 33 R R R
HA 45 N N N
HA 48 | | |
HA 144 S N N
HA 145 S S S
HA 159 Y F F
HA 160 T K K
HA 198 S S S
HA 223 | | |
HA 225 D N N
HA 278 K K K
HA 311 H Q Q
HA 312 S S S
HA 489 N D D
NA 81 P P P
NA 93 G G G
NA 221 D E E
NA 267 K T T
NA 380 v v |
NS1 26 K K K
NS1 135 N N N
NS1 139 G G G
NS1 229 E E E
NS2 83 R R R
PA 272 S N N
PA 396 E E E
PA 409 S S S
PA 675 K N N
PB1 587 T T T
PB2 353 R R R
PB2 461 v v v
PB2 613 A A A
Matches (total) 20(33) 20(33)

na - not available; R- amino acid in reference reference sequence; A1-7 —amino acid in corresponding vaccine strains.
PA-X was excluded from the analysis.
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Fig S1. Reassortment of PB1 segments between human influenza A(H3N2) and A(H1IN1)pdm09 viruses
which were circulating in the world in 2013. Phylogenetic tree was built using 277 influenza A(HIN1)pdmQ9
(colored orange) and 548 influenza A(H3N2) (colored blue) PB1 protein sequences available in public
databases.
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