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Supplementary Figure S1. Specific binding of the selected VHHs to target antigens. Phage ELISA was performed to
verify the reactivity of the selected VHHSs to human PD-L1 (A), SARS-CoV-2 BA.2 RBD (B), and SARS-CoV-2 B.1.617.2
RBD (C). Bovine serum albumin (BSA) was used as a negative control.



Supplementary Table S1. Primers used for the construction of the single domain antibody library.

Primer name 5’ to 3’ Sequence
Alp-Vh-F1 Sfi I ACTGTGGCCCAGGCGGCCCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGGNGG
AlpVhh-R1 Sfi I ATGACTCGCGGCCGGCCTGGCCTCGTGGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG

AlpVhh-R2 Sfi I ATGACTCGCGGCCGGCCTGGCCTCGCCTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG




Supplementary Table S2. The percentage of pairings between the 63 individual IGHV gene segments and the seven
IGH] gene families in the constructed library.

IGH]J1 IGH]2 IGH]J3 IGHJ4 IGHJ5 IGH]J6 IGHJ7
IGHV1-1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3-1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3-2 0.000 0.008 0.002 0.139 0.000 0.028 0.026
IGHV3-3 0.000 0.028 0.015 5.149 0.002 0.455 0.195
IGHV3S1 0.000 0.017 0.029 0.475 0.000 0.112 0.135
IGHV3510 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3512 0.000 0.001 0.000 0.009 0.000 0.003 0.008
IGHV3S14 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S17 0.000 0.001 0.000 0.010 0.000 0.002 0.001
IGHV3518 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3520 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3522 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3525 0.000 0.005 0.008 0.508 0.015 0.119 0.062
IGHV3526 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3528 0.000 0.002 0.006 0.429 0.001 0.061 0.050
IGHV3529 0.000 0.000 0.004 0.010 0.000 0.001 0.001
IGHV3S30 0.000 0.007 0.028 1.420 0.003 0.628 0.141
IGHV3S31 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000
IGHV3S32 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000
IGHV3S33 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000 0.007 0.004
IGHV3S34 0.000 0.001 0.000 0.025 0.000 0.031 0.001
IGHV3S35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S536 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S37 0.000 0.001 0.031 0.095 0.000 0.014 0.005
IGHV3S38 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3539 0.000 0.045 0.043 0.931 0.001 0.213 0.213
IGHV3540 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.002 0.000
IGHV3541 0.000 0.031 0.112 2.533 0.002 0.368 0.203
IGHV3542 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3543 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3545 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S53 0.003 1.369 0.566 41.481 0.670 5.979 4217
IGHV3S54 0.000 0.017 0.007 0.052 0.005 0.016 0.003
IGHV3S55 0.000 0.000 0.000 0.044 0.000 0.013 0.002
IGHV3S556 0.000 0.000 0.000 0.074 0.000 0.012 0.000
IGHV3S57 0.000 0.000 0.000 0.008 0.000 0.001 0.001
IGHV3S58 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.000 0.000
IGHV3559 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3S6 0.000 0.000 0.000 0.046 0.000 0.004 0.014
IGHV3560 0.000 0.001 0.000 0.494 0.000 0.016 0.010
IGHV3S61 0.000 0.177 0.108 5.684 0.004 2.363 1.259
IGHV3562 0.000 0.002 0.001 0.088 0.000 0.035 0.017

IGHV3S563 0.000 0.001 0.001 0.107 0.000 0.016 0.022




IGHV3S564 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

IGHV3565 0.001 0.315 0.114 11.964 0.022 3.663 2.535
IGHV3566 0.000 0.000 0.000 0.019 0.000 0.004 0.017
IGHV3S567 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV3568 0.000 0.000 0.000 0.019 0.000 0.000 0.000
IGHV3S7 0.000 0.001 0.001 0.036 0.000 0.006 0.004
IGHV3S8 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.009 0.018
IGHV359 0.000 0.001 0.000 0.083 0.000 0.091 0.012
IGHV4S1 0.000 0.024 0.017 0.238 0.000 0.078 0.112
IGHV4S11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV4S2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV4S5 0.000 0.014 0.001 0.153 0.000 0.048 0.039
IGHV4S8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
IGHV4S59 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

The percentages of all the pairing of germline V and ] gene segments with a cut-off > 0.001 are shown. Pairing with a of the gene
segment cut-off <0.001 are expressed as 0.000.



Supplementary Table S3. The amino acid composition of CDR1, CDR2, and CDR3 in the constructed library,
expressed as a percentage.

Amino acid composition (%)

G A L M F W K Q E S P V I C Y H R N D T

CDR1 130 67 51 08 125 04 07 05 13 133 12 32 77 01 95 13 43 48 50 87

CDR2 184 32 14 09 10 07 11 03 10 185 16 20 131 02 08 06 55 44 6.0 195

CDR3 97 106 54 13 28 21 18 19 40 73 45 50 25 19 99 20 83 58 80 54




Supplementary Table S4. The amino acid frequency at each position in CDRs of the constructed library, expressed
as a percentage.

Position G A L ™M F W K Q E S P V I C Y H R N D T

27 8538 2.06 0.18 0.03 001 0.01 061 023 316 055 014 083 015 001 000 000 524 003 048 0.89
28 333 1.07 484 1.06 3569 0.18 049 0.10 021 2578 081 298 652 033 080 048 6.72 3.66 171 3.23
29 118 398 222 129 243 005 028 0.14 010 9.88 220 3.07 2353 0.02 212 021 233 483 194 38.20
30 0.78 1.07 25.18 0.70 50.65 0.58 0.17 0.09 038 6.61 077 281 437 014 137 041 076 043 170 1.04
31 1.81 1.63 4.05 0.09 21.21 0.67 037 049 051 1580 0.86 115 4.39 0.18 0.63 0.25 1.09 27.85 3.47 13.51
32 357 366 252 039 235 002 008 003 205 510 0.65 3756 21.86 0.05 139 0.16 4.80 0.67 255 10.55
33 034 075 186 038 014 0.02 016 007 012 413 042 1.05 481 0.02 295 120 0.88 58.66 0.84 21.21
34 083 3.68 723 020 4203 495 0.14 002 077 324 127 154 580 018 378 040 110 0.74 0.66 21.41
35 690 1.86 030 053 0.76 0.12 202 023 464 4182 044 141 082 015 063 1.04 921 598 1847 2.68
36 209 240 578 239 465 056 066 233 053 1029 1.82 317 2347 0.11 1253 221 6.77 733 549 542
37 145 177 186 0.19 392 078 091 058 058 532 059 137 082 0.17 5730 3.74 131 1249 290 1.96
38 373 39.66 0.89 019 076 0.81 036 0.18 060 6.66 272 10.06 1.71 0.15 1.88 2.05 257 233 7.70 15.01
56 004 079 338 3.03 202 005 033 013 008 1.69 004 394 8184 0.08 0.09 012 073 025 0.06 1.31
57 374 284 117 085 121 028 077 050 041 2922 1.08 1.69 293 018 0.74 0.60 4.52 871 3.69 34.88
58 721 432 127 0.63 214 424 194 051 116 39.77 248 115 167 026 1.18 0.89 1021 8.02 237 857
59 2632 585 1.62 041 052 011 082 020 115 2345 3.17 176 126 0.18 074 050 7.89 513 12.18 6.74
60 14.30 1639 125 043 139 019 038 059 092 1978 1.01 136 208 012 023 079 4.01 299 17.79 14.00
61 21.13 412 0.11 141 010 0.04 0.78 0.06 20.46 3247 020 132 041 0.10 020 035 581 343 342 4.06
62 53.02 3.05 0.18 0.19 022 0.02 013 014 259 452 022 112 026 022 047 028 144 210 2752 231
63 6740 199 064 022 024 007 028 026 189 6.11 021 155 075 027 067 081 510 136 794 225
64 552 238 120 122 096 034 195 043 090 34.16 061 379 491 010 2.01 113 9.60 852 421 16.08
65 019 387 09 020 013 0.02 219 016 054 272 415 097 538 0.00 0.05 0.02 231 033 0.12 75.69
105 1.50 3560 0.81 0.15 026 006 326 036 028 255 0.07 158 021 0.10 396 3.87 145 4151 039 203
106 274 55.08 255 044 097 011 282 050 078 255 130 719 3.01 026 076 021 8.07 0.88 044 9.33
107 9.02 620 369 071 1.07 192 335 452 814 303 454 615 193 028 210 375 1477 341 18.62 2.79
108 1247 6.62 825 073 234 280 1.69 1.82 499 797 673 6.00 462 072 577 173 1432 237 315 491
109 1251 493 655 121 293 298 144 271 2.64 1049 548 622 350 061 589 131 13.97 205 496 7.62
110 12.72 454 835 1.00 279 294 095 095 194 947 563 9.07 370 1.8 693 1.62 11.33 2.00 531 6.86
111 1249 420 715 1.06 284 363 213 173 185 9.66 576 6.09 3.17 416 809 159 827 377 518 7.18

111.1 11.89 6.76 511 064 204 273 151 181 237 11.76 570 516 342 756 629 119 6.08 201 498 1098

111.2 1215 474 660 098 195 224 128 135 195 1033 529 7.10 331 743 671 124 818 205 8.65 6.48

H111.3 9.86 473 11.05 1.80 227 4.17 1.89 280 229 1136 3.78 841 216 555 884 091 451 270 418 6.73

111.4 9.85 11.06 393 172 518 1.05 137 242 290 18.06 3.51 572 1.65 496 644 0.89 357 327 794 451

111.5 493 570 343 339 291 1.01 128 2263 328 6.27 3.13 928 233 1041 6.60 0.69 462 065 445 3.03

111.6 706 425 3.06 147 057 037 058 174 090 493 274 433 228 200 421 1.83 232 4253 323 9.60

111.7 76.84 231 134 056 016 014 017 230 032 110 095 179 135 113 087 028 3.03 057 3.62 1.17

111.8 71.07 024 051 017 0.07 040 0.06 036 21.06 036 0.14 127 016 012 014 031 031 010 1.63 1.52

111.9 420 405 015 240 3.60 030 1.65 4790 0.30 435 450 18.02 045 0.15 060 045 450 0.15 090 1.35

112.9 560 244 575 209 850 0.76 153 24.03 1.07 484 173 1920 1.02 036 0.76 0.05 728 239 4.63 5.96




112.8 205 145 060 016 033 0.05 0.06 066 043 075 058 085 016 044 054 0.77 87.07 0.09 0.52 244

112.7 484 347 53.66 1.03 093 329 078 081 047 551 1.08 241 823 316 296 058 155 079 222 225

112.6 30.54 13.08 399 213 139 070 115 146 143 4.60 11.34 4.06 0.88 545 403 158 190 0.89 540 4.02

112.5 471 4.13 1558 428 128 117 110 315 195 774 436 811 353 520 556 070 506 874 394 9.71

112.4 13.00 451 6.10 332 116 282 1.04 161 7.09 6.80 345 717 168 1046 630 133 410 5.08 5.05 7.94

112.3 9.07 590 806 383 202 555 119 150 232 812 702 510 370 973 860 201 4.02 189 3.68 6.69

112.2 11.38 581 1193 1.65 235 324 3.04 1.08 470 815 626 4.02 295 842 476 150 675 234 412 5.56

112.1 9.62 544 914 299 217 254 172 251 378 882 744 472 225 250 534 190 822 323 754 8.12

112 12.86 851 6.07 157 238 314 175 203 428 879 1219 441 293 126 605 199 755 228 455 541
113 1471 591 437 083 187 395 181 178 394 949 4.07 382 229 034 999 254 1116 359 745 6.09
114 1738 596 658 115 3.00 145 178 430 11.61 530 621 296 255 0.12 294 150 847 250 957 4.66
115 510 265 540 478 1204 173 1.61 159 283 396 3.00 500 1.8 020 2585 131 11.80 3.20 2.96 3.12
116 11.15 3.06 113 035 039 051 085 113 955 420 152 227 091 015 120 224 252 999 43.08 3.82
117 054 315 275 015 5.87 0.1 0.10 019 0.17 1286 095 350 137 051 56.67 3.59 0.67 1.99 213 222

The amino acid frequency at each position in CDRs with a cut-off > 0.01 are represented. Amino acid frequencies with a cut-off <0.01
are expressed as 0.00.



Supplementary Table S5. Length of complementarity-determining regions (CDR1, CDR2, CDR3) in selected VHHs.

Length
Antigen Antibody (VHH)
CDR1 CDR2 CDR3

K113.1 8 8 8

Human PD-L1
K113.2 8 8 8
K114.1 8 8 19
K114.2 8 8 19
SARS-CoV-2 K114.3 8 8 9
B.1.617.2 RBD K114.4 8 8 9
K114.5 8 8 13
K114.6 8 8 9
K115.1 8 8 12
SARS-Cov-2 K115.2 8 8 17

BA.2 RBD ’

K115.3 8 7 12




Supplementary Table S6. Primers used for amplification of VHH sequence.

Primer name 5’ to 3’ Sequence

Forward TGGCTGGTTTCGCTACC

Reverse TGATGGTGATGGTGCTGG




Supplementary Table S7. Index adapters used for enrichment adapter-ligated product.

Index Adapter 5’ to 3’ Sequence

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACNNNNNNNNATCTCGTATGCCGTC

Index 1 (i7) TTCTGCTTG

Index 2 (i5) AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACNNNNNNNNACACTCTTTCCCTACACG




