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1. Resumen

Los nanoanticuerpos son una categoria de anticuerpos de un solo dominio con muchas
aplicaciones en investigacion, diagnostico y tratamientos. Estos son facilmente
expresables en microorganismos como bacterias y levaduras y poseen una alta
estabilidad, permitiéndoles mantener su estructura aun sin cadena de frio (1, 2, 3). Sin
embargo, el método convencional de descubrimiento de nuevos nanoanticuerpos requiere
una gran cantidad de recursos y tiempo (4).

Por otro lado, la aparicién de mutaciones en antigenos, como en la regién RBD de la
proteina Spike del virus SARS-CoV-2 que ocasionan pérdida de afinidad de los
anticuerpos (5), son un ejemplo de cémo los patdgenos emergentes pueden demandar
rapidamente el desarrollo de nuevos tratamientos y métodos de deteccion.

Teniendo estos factores en cuenta, consideramos que una técnica de disefio in silico
podria complementar y acelerar el descubrimiento de nanoanticuerpos, asi como se
realiza para métodos in vivo e in vitro establecidos para el descubrimiento de anticuerpos
convencionales 1gG (6, 7, 8).

En este trabajo proponemos dos estrategias basadas en programas bioinformaticos de uso
libre y la modificacion de estructuras conocidas de proteinas. La primera se enfoca en el
descubrimiento de nanoanticuerpos afines al RBD de variantes de SARS-CoV-2 y la
segunda en el descubrimiento de nanoanticuerpos afines al RBD de la cepa referencia de
SARS-CoV-2 a partir de un VH camelizado de anticuerpo convencional IgG afin al
mismo antigeno.

Mediante dichas estrategias se generaron 500 nanoanticuerpos por cada epitopo elegido,
que fueron evaluados utilizando programas orientados a la estimacion de la afinidad,
estimacion de la calidad de modelos estructurales y modelamiento de proteinas.
Finalmente, se obtuvieron 2 nanoanticuerpos con alta afinidad a la region RBD de la
variante P.1 de SARS-CoV-2y 14 con alta afinidad a la region RBD de la cepa referencia
de SARS-CoV-2, las cuales se proponen para ensayar in vitro y asi validar las estrategias

utilizadas.

Palabras clave: Nanoanticuerpo, SARS-CoV-2, RosettaAntibodyDesign, CDR, disefio

in silico



2. Abstract

Nanobodies are a type of single domain synthetic antibodies with many applications in
research, diagnostics and treatments. These are easily expressed in microorganisms such
as bacteria and yeasts and have high stability, allowing them to keep their structure even
without cold chain (1, 2, 3). However, the conventional method of nanobody discovery
requires a great number of resources and time (4).

On the other hand, mutations that cause the loss of antibody affinity, such as the case with
the RBD of the Spike protein of SARS-CoV-2 (5), are an example of how the rapid
development of treatments and detection methods are particularly necessary for newly
emerging pathogens.

Having these factors in mind, we propose that an in silico design technique could
complement and accelerate nanobody discovery, as it currently does for already
stablished in vivo and in vitro methods for conventional IgG antibody discovery (6, 7, 8).
In this project two strategies based on free access bioinformatic programs and the
modification of known protein structures are proposed. The first is focused on nanobody
discovery with high affinity to the RBD region of SARS-CoV-2 variants, while the
second one is focused on nanobody discovery with high affinity to the reference strains
of SARS-CoV-2, through the camelization of a VH of a conventional IgG antibody with
affinity to the same antigen.

Through these methods, 500 nanobodies were generated for each epitope and were
analyzed with programs used for the estimation of their affinities towards the antigen, the
quality of the generated model and protein modelling from scratch. Ultimately, 2
nanobodies with high affinity for the RBD of the P.1 variant of SARS-CoV-2 and 14
nanobodies with high affinity to the RBD of the reference strain of SARS-CoV-2 were
obtained. We propose the in vitro assessment of these 16 structures in order to validate
the methods here followed.

Keywords: Nanobody, SARS-CoV-2, RosettaAntibodyDesign, CDR, in silico design



3. Introduccion

En los ultimos dos afios ha sido evidente la necesidad de acelerar el disefio de
herramientas que nos ayuden a tratar con virus y enfermedades emergentes. Una de estas
herramientas son los nanoanticuerpos, los cuales ofrecen numerosas aplicaciones en el
campo de la investigacion y medicina (1,2,3). Consideramos que los métodos
convencionales actuales para la generacion y descubrimiento de nanoanticuerpos, a pesar
de resultar exitosos, requieren una gran cantidad de recursos y tiempo para poder llevarse
a cabo; esto incluye la inmunizacion de un camélido, extraccion de ARN y la
identificacion de la secuencia deseada (4). Para ofrecer alternativas a este proceso, hemos
planteado dos métodos basados en herramientas informaticas de libre acceso que podrian
contribuir al descubrimiento de estas moléculas de manera rapida.

La primera aproximacion que proponemos tiene como situacion de inicio a la estructura
de un nanoanticuerpo con afinidad comprobada experimentalmente por el RBD (Receptor
Binding Domain) de la proteina Spike de la cepa referencia de SARS-CoV-2, y se plantea
la necesidad de producir nuevas moléculas con afinidad a variantes de este virus. Para
esto, se reemplazara el antigeno por el RBD de la proteina Spike de las variantes P.1,
B.1.351 y B.1.1.7 y se intentard aumentar la afinidad del nanoanticuerpo mediante
modificaciones puntuales utilizando el software RAbD.

La segunda aproximacion se basa en la modificacion del dominio VH de un anticuerpo
humano con afinidad comprobada experimentalmente por el mismo antigeno y
planteamos la tarea de convertirlo en una estructura semejante a la de un nanoanticuerpo.
Se consideraron dos conjuntos de modificaciones, las cuales fueron: primero, el
reemplazo de la interfaz hidrofébica del VH (que normalmente est4 unida al dominio VL)
por una superficie que proporcione la solubilidad requerida por un dominio VHH, y
segundo, el alargamiento del lazo de interaccion del CDR H3. El producto de estas
modificaciones fue luego sometido a cambios en su secuencia de aminoacidos por el
software RAbD para incrementar la afinidad de este candidato a nanoanticuerpo por su
antigeno.

Presentaremos el flujo de trabajo desde la preparacion de las estructuras de inicio para su
manejo en Rosetta, la insercion de las modificaciones mencionadas mediante diferentes
configuraciones de las herramientas ofrecidas por RAbD y PyMOL, y la evaluacion de
las mejores estructuras propuestas mediante diversos programas de acceso libre.

Finalizaremos con una seleccion de estructuras considerando los criterios de afinidad y



calidad de modelos estimadas in silico, asi como su modelamiento por programas
distintos a Rosetta. Dichas estructuras seran propuestas para la comprobacion de su
afinidad in vitro.

Consideramos que los protocolos aqui presentados podrian aplicarse rapidamente en otra
situacion de rdpida distribucion y variacion de un organismo infeccioso, tan pronto como
alguna informacion estructural esté disponible. Los comandos que fueron aplicados se
transcriben textualmente en la seccidén de metodologia con la intencion de que un futuro
estudio pueda complementar lo aqui avanzado o que, frente a variaciones de este u otro

patdgeno, se pueda realizar un trabajo semejante con facilidad.

3.1 Marco teorico

3.1.1 Caracteristicas y aplicaciones de anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas producidas naturalmente por linfocitos B como parte de la
respuesta inmune hacia antigenos. Estas moléculas estdn conformadas por dos cadenas,
una pesada y una ligera, cada una conformada por una region constante y una variable.
Como el nombre lo indica, las partes variables difieren entre diferentes anticuerpos y son
las que les permiten reconocer a su antigeno especifico. Si un anticuerpo entra en contacto
con su antigeno especifico, estos se unen formando una interfaz epitopo-paratopo. El
epitopo es la region del antigeno en contacto directo con el anticuerpo y el paratopo es la
region del anticuerpo en contacto directo con el antigeno (3).

La capacidad de los anticuerpos de poder reconocer a diferentes proteinas, como
antigenos, permite que puedan ser utilizados en técnicas de deteccion molecular como
inmunotinciones, ELISA, citometria de flujo, western blot e inmunoprecipitacion (3).
Asimismo, pueden disefiarse anticuerpos para el tratamiento de enfermedades especificas
como cancer de pulmon, cancer de mamas, cancer de colon, linfomas, leucemia,
enfermedad de Crohn, artritis psoriasica, intoxicacion por micotoxinas (3) y COVID-19
(10), entre otras.

El método generalmente utilizado para la generacion de estos anticuerpos es la tecnologia
de hibridoma. Esta consiste en la fusion de un linfocito B productor de anticuerpos
(proveniente de un humano o ratén previamente inmunizado) con una célula de una linea
inmortalizada. Los anticuerpos generados por los hibridomas son seleccionados mediante

una prueba de ELISA para evaluar el reconocimiento del anticuerpo por el antigeno (3).



3.1.2 Estructuray generacion de los nanoanticuerpos

Los nanoanticuerpos son un tipo de anticuerpos conformados por un solo dominio. Estos
se caracterizan por ser homologos al dominio VH (llamado asi por constituir la fraccion
variable de la cadena pesada, Variable Heavy) de anticuerpos convencionales I1gG,
Ilamado VHH en el caso de nanoanticuerpos (Fig.1). Estos dominios (tanto VH como
VHH) estan conformados por tres regiones de CDRs (Complementary determining
regions): H1, H2 y H3 que se encargan de reconocer a los antigenos y una region llamada
framework o "armazon™ que conforma el resto del dominio. A pesar de estar conformados
por un solo dominio, los nanoanticuerpos son capaces de realizar las funciones de
anticuerpos convencionales IgG mencionadas anteriormente (reconocimiento de
antigenos, servir de base en técnicas de deteccién molecular y tratamientos), manteniendo
una alta especificidad y afinidad hacia su epitopo objetivo (11, 12).

Los nanoanticuerpos son generados a partir de la inmunizacion de camélidos (como Lama
glama), puesto que estos son capaces de producir anticuerpos que naturalmente funcionan
sin cadenas ligeras. Posteriormente, se extraen sus linfocitos para la obtencion del ARN
que codifica el fragmento VHH de estos anticuerpos. Luego, se realiza el Phage display
para seleccionar el fragmento que tenga la mayor afinidad por el antigeno; el proceso
completo tarda 70 dias (4). Gracias a su simple estructura, los nanoanticuerpos pueden
ser producidos mediante multiples sistemas de expresion recombinante, al introducir
dicha secuencia en Saccharomyces cerevisiae, Pichia Pastoris (13), Escherichia coli (14),

Nicotiana benthamiana (15), Ustilago maydis (16), entre otros.

10



CDR-H3

CDR-H2

VHH

Nanoanticuerpo

Anticuerpo convencional

Fig 1. Anticuerpo convencional y nanoanticuerpo.

Una de las diferencias mas notorias entre anticuerpos convencionales 1gG y
nanoanticuerpos es su tamafo. Esta caracteristica les confiere una mayor penetrabilidad
en tejidos en comparacion con los anticuerpos convencionales 1gG (1, 2), lo cual es
beneficioso si se desea utilizar, por ejemplo, para el diagndstico de tumores por imagen.
Asimismo, su forma compacta le proporciona una gran estabilidad, permitiendo que se
pueda almacenar por mas tiempo y confiriéndole mayor resistencia a la desnaturalizacion
quimica (pH 3 a9) y térmica (1, 2).

También pueden observarse diferencias entre el dominio VH de anticuerpos humanos y
los dominios VHH de anticuerpos de camélidos (de donde se obtienen los
nanoanticuerpos). Una de estas consiste en la presencia de una interfaz hidrofdébica entre
los dominios VH y VL (esta Ultima es llamada asi por estar constituida de la fraccion
variable de la cadena pesada, Variable Light), la cual mantiene la orientacion correcta
entre estos dominios y aumenta la estabilidad de la molécula. Al no tener un dominio VL,
los nanoanticuerpos no poseen dicha interfaz hidrofébica. Por otro lado, si el VH es

producido artificialmente en ausencia de VL, este parche hidrofobico puede causar
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agregacion. Sin embargo, la aplicacion de cuatro mutaciones especificas en el armazén
del VH (parte del VH no perteneciente a los CDRs, llamada framework): V37F, G44E,
L45R y W47G, puede eliminar este parche en un proceso llamado “camelizacion de VH”
(7).

Otra diferencia consiste en la longitud de sus CDR H3. La distribucién de los CDR H3
de dominios VHH es mas amplia que la de los dominios VH humanos, haciendo que
potencialmente puedan ser mas largos (3 a 28 aminoacidos en VHH y 8 a 15 aminoacidos
en VH). Esta caracteristica les ofrece una mayor superficie de interaccion contra su
epitopo objetivo y versatilidad para interactuar con epitopos de dificil alcance (18). Cabe
mencionar que algunos anticuerpos de bovinos poseen un CDR H3 de gran tamafio, los
cuales pueden ser de hasta 70 aminoacidos de longitud. Esto les permite reconocer

epitopos concavos, de forma similar que los VHH (12).

3.1.3 Eldisefio in silico de anticuerpos

El disefio in silico de anticuerpos, también Ilamado disefio racional, esta siendo cada vez
mas relevante gracias a la mayor disponibilidad de estructuras y de computadoras mas
poderosas (6). Estos métodos generalmente implican simulaciones de interacciones entre
moléculas acompafiadas de alteraciones en sus secuencias de aminoacidos,
minimizaciones de energia y la asignacion de puntajes a estas mediciones. Estos métodos
pueden ser facilitados mediante la utilizacion de programas especialmente disefiados para
el disefio de anticuerpos (incluyendo nanoanticuerpos), como RosettaAntibodyDesign
(RAbD) 0 OptMAVEN-2.0 (7, 8).

En el caso de OptMAVEN-2.0, este programa inicia su proceso simulando la
recombinacion que ocurre naturalmente en células B de partes V, D y J de la region
variable de anticuerpos; mediante la utilizacion de la base de datos Modular Antibody
Parts (MAPs), que contiene estructuras de dichas partes, y un antigeno objetivo
seleccionado. Luego de encontrar una estructura con una afinidad moderada al antigeno,
el programa procede a una “optimizacion iterativa de proteinas” (IPRO) en el cual se
simulan mutaciones en distintas regiones de hasta 5 aminoacidos en el anticuerpo y se
mide el cambio de energia en la estructura para decidir si la afinidad del anticuerpo por
el antigeno aumento o disminuy®é tras el cambio. El proceso de seleccion de partes V, D
y Jy la optimizacion de la estructura se puede realizar maltiples veces para aumentar la

afinidad del anticuerpo por el antigeno con cada ciclo (8).
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RosettaAntibodyDesign es un software desarrollado utilizando el paquete de uso libre
Rosetta, el cual incluye multiples herramientas orientadas al disefio, andlisis y prediccion
de estructuras proteicas (7) que son utilizadas por universidades, institutos y centros de
investigacion en multiples paises. ElI programa RosettaAntibodyDesign se enfoca
principalmente en modificar los CDRs del anticuerpo seleccionado. En lugar de utilizar
una base de datos MAPs, este programa utiliza una base de datos de CDRs (PylgClassify)
de multiples anticuerpos del “Protein Data Bank” (PDB), organizados en clisters de
acuerdo a su similitud de secuencia y longitud. En este proceso, el programa puede
realizar multiples ciclos exteriores, en los cuales puede cambiar CDRs completos y
reemplazarlos por otros de la base de datos mencionada. Este método es llamado Graft
Design, porgue consiste en el injerto de diferentes piezas en un armazon. Dentro de cada
ciclo exterior pueden realizarse multiples ciclos interiores, los cuales consisten en
mutaciones puntuales de la secuencia de aminoacidos de cada CDR. Esta parte del método
es llamada Sequence Design porque consiste en un conjunto de modificaciones singulares
en las secuencias. Durante cada ciclo exterior e interior, se realizan mediciones de energia
para evaluar si la nueva estructura generada posee una mayor afinidad que la anterior. Al
igual que en el caso de OptMAVEN-2.0, uno puede elegir el nimero de ciclos exteriores
e interiores que desea realizar (7).

Adicionalmente existe el método computacional ModieBodies, disefiado especificamente
para la modificacion de CDRs de nanoanticuerpos. En este método se realizan mutaciones
puntuales a cada uno de los aminoacidos de los 3 CDR del nanoanticuerpo y los reemplaza
por cada uno de los 20 aminoacidos. Posteriormente se realiza una minimizacién de
energia y se selecciona la mutacion que mas beneficie a la afinidad del nanoanticuerpo
por la proteina (20).

En el afio 2016 se comprobd experimentalmente por primera vez la capacidad de
OptMAVER (la version anterior de OptMAVEN-2.0) de disefiar anticuerpos in silico de
novo. Para esto se tom6 como referencia el anticuerpo 2D10 que se sabia que era capaz
de reconocer a un péptido especifico de 12 aminoacidos. Utilizando esta secuencia de 12
aminoacidos y OptMAVEN se disefiaron 5 anticuerpos, de los cuales se comprobo
experimentalmente que 3 de estos pudieron reconocer a la secuencia de aminoacidos con
una afinidad comparable a la del anticuerpo 2D10 (21).

Posteriormente, en el afio 2018, se utilizé el programa RosettaAntibodyDesign (RAbD)

para mejorar un anticuerpo preexistente contra la enzima hialuronidasa, uno de los
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componentes del veneno de abeja. El Anticuerpo elegido fue 2J88 (PDB), que es capaz
de unirse a dicha enzima. El complejo anticuerpo — hialuronidasa se introdujo al programa
para generar un total de 1000 estructuras, cada una con 100 ciclos de disefio. Estas
corridas culminaron en el disefio de 30 anticuerpos y se comprobd experimentalmente
que 3 de estos alcanzaron una afinidad superior al anticuerpo original, de acuerdo a un
ensayo por resonancia de plasmones de superficie. Uno de estos 3 anticuerpos alcanzo
incluso una afinidad 12 veces mayor hacia el antigeno comparado con el anticuerpo
original (7).

También se han utilizado métodos basados en modelacion por homologia y protocolos de
mutaciones para aumentar la afinidad de nanoanticuerpos. Estos métodos se utilizaron
para aumentar la afinidad del nanoanticuerpo Ilamado Nb20 contra la proteina CD47. Se
comprobé experimentalmente la capacidad de union de los nanoanticuerpos resultantes
mediante pruebas de ELISA (22).

Asimismo, utilizando el programa Rosetta Design, se disefid el anticuerpo PG9_100(F)Y
por el redisefio el anticuerpo PG9, disefiado para inhibir el VIH, para aumentar su
afinidad. Modificaciones en su CDR-H3 permitio al anticuerpo reconocer inclusive cepas
resistentes al anticuerpo original (23).

También existen ejemplos de anticuerpos modificados in silico sin la utilizacion de un
programa especializado en esta tarea. Un ejemplo de estos es la modificacion in silico del
anticuerpo 3F8, del cual se identificaron los 12 amino&cidos que interactlian directamente
con su antigeno objetivo, para proceder a realizar mutaciones puntuales. Se analiz6 el
efecto que cada una de las mutaciones causo en la afinidad por el antigeno y se minimizd
la energia con el programa CHARMmM en cada uno de los pasos. Después de realizar este
método, se aplico la mutacion a la version humanizada del anticuerpo (Hu3F8-1le) (24).
Cabe mencionar que a pesar de que se comprobd experimentalmente la afinidad de estos
anticuerpos por sus respectivos antigenos, no se han realizado ensayos clinicos para

comprobar su efectividad in vivo hasta la fecha.

3.1.4 Mutaciones en SARS-CoV-2
Se han registrado variantes del virus SARS-CoV-2 que poseen resistencia a anticuerpos
que eran efectivos contra cepas anteriores. Estas variantes tienen mutaciones que

consisten principalmente en sustituciones de aminoacidos en la region RBD de la proteina
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Spike del virus, con respecto a la cepa referencia, y ocasionan que los anticuerpos pierdan
su afinidad original. (5)

Algunos ejemplos de variantes que han sido cristalizadas y particularmente estudiadas,
son: P.1, B.1.351 y B.1.1.7. Estas variantes poseen las siguientes mutaciones con el

potencial de afectar su afinidad a anticuerpos (25):

Tabla 1

Mutaciones de Diferentes Variantes de RBD de la Proteina Spike de SARS-CoV-2 con
respecto a la Secuencia de Referencia

Variante Mutaciones

P.1 K417T, E484K, N501Y
B.1.351 K417N, E484K, N501Y
B.1.1.7 N501Y

Adicionalmente, la variante C.37 adquiri6 alta relevancia debido a su rapida diseminacion
en las regiones de Per( y Chile. Aunque la estructura de su dominio RBD no ha sido
cristalizada (26), nuestros resultados podrian ser aplicables a ella dada su aparente

evolucion convergente con las variantes aqui presentadas.

3.2 Planteamiento del problema

Los nanoanticuerpos tienen diversas aplicaciones en las areas de investigacion,
tratamiento y diagndstico; ademas, una vez disefiados, su produccion es mucho mas
sencilla que la de anticuerpos convencionales ya que no poseen estructura cuaternaria.
Lamentablemente, el desarrollo de nanoanticuerpos involucra técnicas sofisticadas a las
que pocos laboratorios tienen acceso. Por otro lado, el mundo enfrenta la posibilidad de
la aparicion de nuevos agentes patdgenos que pueden mutar rapidamente, lo que hace
necesario que las herramientas de diagnostico y tratamiento puedan ser desarrolladas a la
par, idealmente con posibilidades de ser producidas localmente. Esto ha sido demostrado
en el caso de aparicion de variantes de SARS-CoV-2 debido a que algunos anticuerpos

neutralizantes de cepas anteriores no resultan efectivos contra estas (25).
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La existencia de un método alternativo y mas accesible que la generacion tradicional de
nanoanticuerpos podria contribuir a la obtencion expedita de nuevos nanoanticuerpos

especificos para patdgenos que emerjan o se diversifiquen rdpidamente.

3.3 Justificacion del estudio

Este estudio no estandarizado explora métodos in silico como alternativos al
disefio/generacion tradicional de nanoanticuerpos originales contra el RBD de variantes
de SARS-CoV-2. Este antigeno fue elegido debido a la gran disponibilidad de estructuras
tridimensionales, anticuerpos neutralizantes y nanoanticuerpos afines a este, ademas de
la importancia que tiene esta proteina en la introduccion del virus a las células en la
infeccion por Covid-19 (25).

Los productos de este método son estructuras y secuencias de nanoanticuerpos, generadas
y analizadas por distintas herramientas informaticas de libre acceso, que se proponen para
que su afinidad estimada in silico pueda ser probada experimentalmente.

De tener éxito, la accesibilidad y velocidad de esta técnica contribuiré a la generacion de
nuevos nanoanticuerpos, permitiendo que mas laboratorios propongan nuevas moléculas

de manera rapida en comparacion a que si solo se usaran los métodos convencionales.
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4. Prequnta de investigacion

¢De qué forma podemos utilizar las estructuras del RBD de SARS-CoV-2 en complejo
con anticuerpos para la generacion de nuevos nanoanticuerpos especificos para este y

cada una de sus distintas variantes?

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Disefio de nanoanticuerpos candidatos para ensayo experimental con afinidad a la region
RBD de las variantes polimdrficas de la proteina Spike de SARS-CoV-2 utilizando el
programa RosettaAntibodyDesign.

5.2 Objetivos especificos

e Recoleccidn, identificacion y analisis inicial de estructuras de complejos antigeno-
anticuerpo existentes.

e Disefio de nuevos nanoanticuerpos con afinidad por 3 variantes del virus SARS-
CoV-2 mediante la modificacion de un nanoanticuerpo con afinidad comprobada
por el RBD de la proteina Spike.

e Disefio de nuevos nanoanticuerpos con afinidad contra el RBD de la proteina Spike
de SARS-CoV-2 mediante la modificacion del dominio VH de un anticuerpo
convencional 1gG con afinidad comprobada.

e Evaluacién de los nuevos nanoanticuerpos mediante herramientas informaticas y
comparacion con un nanoanticuerpo conocido contra el mismo antigeno, con

afinidad validada experimentalmente.
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6. Materiales y métodos

6.1 Recoleccidn y seleccidn de estructuras iniciales
Para esta investigacion se recolectaron 6 estructuras del Protein Data Bank.
Las estructuras destinadas para la aproximacion por modificacién de nanoanticuerpos

para el aumento de afinidad para variantes de RBD fueron:

- 7JVB: RBD de cepa referencia de SARS-CoV-2 en complejo con el nanoanticuerpo
Nb20 generado por Xiang, Y et al. (Resolucion: 3.29 A) (27)

- 7NX6: RBD referencia de SARS-CoV-2 en complejo con fragmentos de unién a
antigeno de los anticuerpos COVOX-222 y EYBA (Resolucion: 2.25 A) (25)

- 7NXB: Variante P.1 de RBD de SARS-CoV-2 en complejo con fragmentos de union
a antigeno de los anticuerpos COVOX-222 y EY6A (Resolucion: 2.67 A) (25)

- 7NXA: Variante B.1.351 de RBD de SARS-CoV-2 en complejo con fragmentos de
union a antigeno de los anticuerpos COVOX-222 y EY6A (Resolucion: 2.50 A) (25)

- 7NX9: Variante B.1.1.7 de RBD de SARS-CoV-2 en complejo con fragmentos de
union a antigeno de los anticuerpos COVOX-222 y EY6A (Resolucion: 2.4 A) (25)

Del mismo modo, para la aproximacion por camelizacion de VH de anticuerpo

convencional 1gG se recolecto la siguiente estructura:

- 6YOR: RBD de cepa referencia de SARS-CoV-2 en complejo con el fragmento de
union a antigeno del anticuerpo CR3022 (Resolucion: 3.30 A) (28)

En el caso de las estructuras del anticuerpo (6YOR) y el nanoanticuerpo (7JVB) se utilizd
como criterio de seleccion que ambas moléculas tengan alta afinidad comprobada
experimentalmente por su epitopo objetivo (RBD de la proteina Spike de cepa referencia
de SARS-CoV-2 en ambos casos). Asimismo, para el resto de las estructuras se eligieron
las estructuras que tuviesen mayor resolucion entre las opciones disponibles en el Protein
Data Bank.
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6.2 Hardware y Software

La instalacion de Rosetta Software Suite (Rosetta) y RosettaAntibodyDesign (RAbD)

esta actualmente disponible solo para los sistemas operativos MacOS y Linux. Por ello,

utilizamos:

- MacBook Pro macOS Big Sur 11.6, 2.3 GHz Intel Core i9 de 8 nlcleos, 16GB RAM

- Virtual Machine a partir de VirtualBox 6.1 con Sistema operativo Ubuntu 20.04, 4
CPUs, 15092 MB RAM

Ademas, se utilizo el servidor web PylgClassify para la identificacion de los CDRs y

numeracion de los aminoacidos de las estructuras iniciales de nanoanticuerpos y VH antes

de ser introducidas a RosettaAntibodyDesign, como requisito para su uso.

Para visualizar las estructuras, asi como realizar mutaciones para la preparacion de

estructuras, se utilizo PyMOL 2.5.2 (29).

6.3 Comandos y modificaciones a estructuras

6.3.1 Mediciones de energia

La funcion Score de Rosetta sirve para obtener la energia de una estructura introducida al
programa, medida en Rosetta Energy Units (REU) este valor es obtenido mediante la
suma de puntajes asignados a los &tomos de los aminoéacidos, segun criterios de distancia
respecto a otros, orientacion, orientacion de su residuo, interacciones, y otros, de acuerdo
a la Rosetta Energy Function 2015 (REF2015) (7). Si bien las REU se refieren a unidades
de energia, estas no son equiparables ni transformables a las unidades utilizadas para
describir energia libre AG (Kcal/mol o KJ/mol); sin embargo, estructuras con valor de
estimacion de energia (Score) mas negativo (en REU) se interpretan como estructuras

mas estables, similar al indicador de AG (9). El comando para realizar esta funcion es:

> Comando para el protocolo Score

/Rosetta/main/source/bin/score_jd2.macosclangrelease -s nanobody

El protocolo Relax de Rosetta sirve para minimizar la energia de una estructura proteica
y lo realiza modificando el angulo de rotacion de los rotameros de los aminoacidos y del
esqueleto peptidico de la proteina, cambiando ligeramente su conformacién estructural.
Este procedimiento se debe realizar a todos las estructuras iniciales antes de ser

introducidas a cualquier programa de Rosetta. Este proceso dard como resultado una

19




estructura ‘relajada’ y una evaluacion de su valor Score de energia, medido en REU (9).

El comando para aplicar esta funcion es:

> Comando para el protocolo Relax

/Rosetta/main/source/bin/relax.macosclangrelease -s nanobody

6.3.2 Aplicacion de mutaciones puntuales con el protocolo de Sequence Design

Tanto para la modificacién de un nanoanticuerpo existente como para la creacion de uno
nuevo a partir de un VH convencional IgG, se utilizo el protocolo de Sequence Design de
RAbD. Este protocolo hace modificaciones puntuales de aminoacidos a los CDR
seleccionados del nanoanticuerpo. A cada sustitucion le sigue una evaluacion de energia,
interrogando si se ha conseguido una mayor afinidad por el antigeno. Para determinar los
posibles aminoacidos por los que puede cambiar cada sitio del CDR seleccionado, RAbD
primero busca a qué cluster de CDRs de la base de datos PylgClassify puede pertenecer
dicho CDR. Una vez encontrado el cluster, RAbD podra introducir aleatoriamente
modificaciones al CDR teniendo como referencia la frecuencia con la que cada
aminodcido aparece en cada posicion de las secuencias del cluster. Si el programa no
encuentra un claster al que el CDR seleccionado pertenezca o el cllster encontrado posee
muy pocas secuencias, este basard sus modificaciones aleatorias en la matriz de
sustitucion BLOSUMG62 (7).

Por cada estructura generada se realizaron 100 ciclos externos y, en cada uno, un ciclo
interno. Adicionalmente se introdujo el comando -mc_optimize_dG. Este comando hace
que el programa utilice como indicador de afinidad del nanoanticuerpo a la energia de
interfaz en lugar de la energia total de la estructura (como lo haria de manera
predeterminada). Para realizar este célculo, el programa mide la energia total de la
estructura y a este valor le resta la energia del nanoanticuerpo y del antigeno, medidas de

manera independiente.

> Comando para el protocolo de Sequence design
/Rosetta/main/source/bin/antibody_designer.linuxgccrelease -s input.pdb -primary_cdrs
H1 H2 H3 -seq_design_cdrs H1 H2 H3 -outer_cycle_rounds 100 -inner_cycle_rounds 1

-nstruct 40 -pdb_comments -mc_optimize_dG >log.txt
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6.3.3 Reemplazo de CDRs con el protocolo de Graft Design

Para la aproximacion por camelizacion del VH de un anticuerpo convencional 1gG, se
utilizé el protocolo de Graft Design de RAbD, que consiste en el reemplazo de los CDRs
del nanoanticuerpo con otros que pertenezcan a diferentes clusters definidos en la base de
datos PylgClassify. EI comando aplica 100 ciclos exteriores y 1 interior por cada ciclo
exterior y utiliza la funcion mc_optimize_dG como en el comando de Sequence Design.
Ademas, se utiliz6 un archivo de instrucciones que delimita el tamafio del CDR H3, asi
como las especies (Camelus dromedarius, Llama glama y Vicugna Pacos) de las

estructuras de la base de datos que el programa utilizara para el proceso.

> Comando para el protocolo de Graft Design
/Rosetta/main/source/bin/antibody_designer.macosclangrelease  -s  input.pdb -
primary_cdrs H1 H2 H3 -nstruct 25 -outer_cycle_rounds 100 -inner_cycle_rounds 1-
graft_design_cdrs H3  -seq_design_ cdrs H1 H2 H3 -cdr_instructions
INSTRUCTION_FILE -mc_optimize_dG >log.txt

> Archivo de instrucciones del Graft Design
H3 CDRSet INCLUDE_ONLY Al La Ca

H3 CDRSet LENGTH MAX 16

H3 CDRSet LENGTH MIN 14

6.4 Analisis de estructuras

6.4.1 Andlisis de modificaciones in silico

Para evaluar la calidad de las estructuras elegidas como input para ser introducidas a
RAbD concuerdan con estructuras reales, comparamos las estructuras de los complejos
antigeno-nanoanticuerpo relajados con el software Rosetta con sus correspondientes
estructuras cristalizadas (7NX6, 7NXB, 7NXA y 7NX9) utilizando la técnica de IDDT
en el servidor web de BIOZENTRUM (30). Esta técnica mide las distancias de cada uno
de los aminoacidos de una estructura proteica de referencia con su correspondiente
aminoacido en una estructura modelo, mientras ambas estan alineadas entre si. Para que
esta técnica pueda funcionar, ambas estructuras deben tener la misma secuencia y
numeracion. Las mediciones resultantes se representan con valores de 0 a 1, en donde los

valores cercanos a 1 indican una distancia menor entre ambos aminoacidos, mientras que
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los valores cercanos a 0, representan una distancia mayor entre ambos aminoacidos (30).
Asi, el resultado obtenido de este analisis, son mediciones para cada punto en la secuencia
de las estructuras que nos permiten saber en qué posiciones existen diferencias
estructurales mas marcadas. De manera predeterminada, el programa asigna un valor de
0 a los aminoécidos con méas de 15 A de distancia entre si (30); configuracion la cual fue
utilizada en este trabajo. Para los casos en que se compararon estructuras con diferente
secuencia de amino&cidos (por ejemplo: RBD referencia y RBD de la variante P.1), se
eliminaron en ambas estructuras los aminoacidos en que difieren para evitar
incompatibilidades.

De manera similar, utilizando PyMOL (29), se midi6 el valor de RMSD (Root-mean-
square deviation) entre pares de estructuras alineadas estructuralmente para obtener un
valor general de diferencia estructural entre estas. Este valor se obtiene midiendo las
distancias entre cada uno de los atomos de las dos estructuras alineadas y elevando estas
medidas al cuadrado. Posteriormente, estas medidas se promedian entre si y este nuevo
valor es el RMSD (29).

Asimismo, se utiliz6 PyMOL (29) para observar las mutaciones aplicadas por RAbD en
los CDRs, tales como la formacidn de nuevos enlaces y su posible efecto en la interaccién
con el antigeno. También se utiliz6 PyMOL para visualizar cambios en la estructura de
la molécula y el complejo antigeno-anticuerpo, como aumento de tamarfio de los CDRs y
su efecto estérico en la interfaz antigeno-anticuerpo.

Por otro lado, para corroborar el efecto de la camelizacién del VH de anticuerpo
convencional 1gG en la hidrofobicidad del parche hidrofébico (que interactda con el VL
en el anticuerpo convencional 1gG), se utilizo el servidor web Protein-Sol patches (31).
Este programa mide las proporciones de aminoacidos no polares y polares en la superficie
de la proteina y genera el valor de NPP (non polar to polar ratio) para los sectores de la
superficie de la proteina, lo cual permite identificar regiones de mayor o menor
hidrofobicidad.

6.4.2 Estimacion de la calidad de los modelos

Para evaluar la calidad de las estructuras luego de la aplicacion del programa RAbD se
utilizo el programa ProSa-web. Este programa evalUa la calidad del modelo por medio de
una medicién de su energia total con respecto a la distribucién de energia de

conformaciones estructurales aleatorias que el modelo puede adquirir, de lo cual se
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obtiene un valor llamado Z score. El programa grafica dicho Z score en un grafico llamado
“Overall model quality” junto a los de otras proteinas de las cuales su estructura se
determiné experimentalmente (halladas en el PDB) para determinar si dicho valor se halla
dentro de este rango (32, 33).

Asimismo, obtuvimos el gréfico de Ramachandran de las estructuras al introducirlas en
SWISS-Structure Assessment de SWISS-MODEL (34, 35). En este se grafican los
angulos de torsion phi y psi de cada aminoécido de una estructura para discernir si se
tratan o no de angulos permitidos (36). El programa asigna un puntaje de confianza a cada
aminoacido evaluado, que se obtiene por la medicién de las distancias entre los
aminoacidos del modelo introducido como input con los de estructuras homdlogas de la
base de datos de SWISS-MODEL (34).

6.4.3 Modelamiento alternativo de las estructuras finales

Los programas SWISS-MODEL y AlphaFold 2 permiten generar una estructura
tridimensional a partir de una secuencia de aminoacidos. SWISS-MODEL logra esto
mediante el modelamiento por homologia, comparando la secuencia introducida con otras
estructuras de secuencia similar en su base de datos (37); mientras que AlphaFold 2 utiliza
una combinacién del modelamiento por homologia con inteligencia artificial para obtener
estructuras con alta fidelidad (19). En estos programas se introducird la secuencia de
aminoacidos de las estructuras generadas por RAbD para interrogar si las mutaciones
aplicadas a los CDRs podrian afectar la estructura de las proteinas, a través de un

modelamiento independiente del realizado por Rosetta.

6.4.4 Andlisis de interfaz epitopo-paratopo

La energia de interfaz es un parametro por el cual podemos estimar la afinidad del
nanoanticuerpo por el antigeno en cada estructura nueva generada por Rosetta. Un valor
mas bajo de energia de interfaz se interpreta como una interaccion mas fuerte entre el
RBD y su respectivo nanoanticuerpo. Para ello utilizamos un método similar al calculo
de la energia de interfaz del protocolo mc_optimize_dG, explicado anteriormente en el
subtitulo “Aplicaciéon de mutaciones puntuales con el protocolo de Sequence Design”.
Para obtener este valor, la estructura a evaluar se relaja con el protocolo Relax vy,
utilizando PyMOL, se separa las moléculas del nanoanticuerpo y RBD en archivos

distintos. Luego, se mide la energia en REU de cada molécula individualmente con el
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comando Score y se suman para obtener la energia total de las estructuras. Finalmente,
este valor se resta de la energia de la estructura relajada para obtener la energia de la
interfaz nanoanticuerpo-RBD de cada estructura analizada.

Como un segundo indicador para medir la energia de interfaz, se utilizé el programa
PRODIGY. Este programa permite predecir la afinidad entre proteinas basadndose en
contactos intermoleculares y propiedades de su superficie (38).

Por ultimo, se utilizé el software dr_sasa (39), que mide el area accesible por agua en
complejos de proteinas, para medir el area de la interfaz epitopo-paratopo en la
aproximacion por camelizacién de VH de anticuerpo convencional 1gG. De este modo,
es posible evaluar si las modificaciones aplicadas al CDR H3 en el Graft Design tuvieron

efectos en el tamafio de dicha area de la interfaz.
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7. Resultados

En general, las estrategias aqui presentadas para el disefio de nuevos nanoanticuerpos

toman como punto de partida las estructuras del antigeno RBD en complejo con un

nanoanticuerpo o anticuerpo convencional. La figura 2 esquematiza los pasos seguidos

en este trabajo.
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Figura 2. Diagrama de flujo de trabajo del proyecto

7.1 Aproximacion por modificacion de nanoanticuerpos para aumentar su afinidad
por variantes de RBD

7.1.1 Construccion de complejos antigeno-nanoanticuerpo

Con las estructuras iniciales (PDBs nanoanticuerpo: 7JVB, complejos antigeno-
anticuerpo: RBD referencia, 7NX6; P.1, 7NXB; B.1.351, 7NXA y B.1.1.7, 7NX9) se
construyeron multiples complejos nanoanticuerpo-antigeno. Se tom6 como base la
estructura publicada por Xiang, Y et al. que contiene un nanoanticuerpo generado por los
mismos autores en complejo con el RBD de la proteina Spike de SARS-CoV-2 de la cepa
de referencia. A esta estructura de RBD, se alinearon estructuralmente los RBD de cada
una de las variantes de SARS-CoV-2 elegidas (P.1, B.1.351y B.1.1.7) y se export6 cada

complejo en archivos independientes (de extensidn .pdb). Adicionalmente, se realizo este
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mismo procedimiento para crear un complejo entre el nanoanticuerpo publicado por
Xiang, Y et al. y un RBD de la cepa referencia extraido de un archivo diferente. Este
ultimo se realiz6 para asegurarnos que todas las estructuras que fueron introducidas en el
programa como input, tengan metodologias consistentes entre si. El complejo ensamblado
con la proteina de referencia serviria como un control positivo, que deberia interactuar
con el nanoanticuerpo de manera semejante a lo mostrado por la estructura original. Estos
nuevos 4 complejos se procesaron por el protocolo de relajacion de Rosetta y finalmente
se cambid la numeracion mediante su introduccion al servidor web de PylgClassify para

poder ser utilizados como input en RAbD.

7.1.2 Analisis de efectos de relajacion en los nuevos complejos
Para determinar en qué grado cambian los complejos generados y relajados con respecto
a las estructuras originales cristalizadas de RBD de SARS-CoV-2, se hizo una serie de

comparaciones de las estructuras obtenidas de RBD en diferentes estados (Tabla 2).

Primero se quiso observar qué tanto se diferencian las estructuras de los RBD referencia
originales y P.1 sin que interactden con el nanoanticuerpo gque estamos modificando. Se
comparé mediante IDDT las estructuras originales obtenidas mediante cristalografia de
rayos X del RBD referencia (7NX6) y la variante P.1 (7NXB) (Figura 3, A). Puede
apreciarse que ambas estructuras son bastante similares y solo se observan valores
menores a 0.9 en los aminoacidos 37, 38, 133 y 165 (Figura 3, A).

Posteriormente, se quiso observar el efecto de la relajacion de las estructuras mediante
Rosetta en los complejos utilizados. Para esto, se compard las estructuras cristalizadas de
los RBD referencia y P.1 contra sus contrapartes respectivas en complejo con el
nanoanticuerpo de Xiang etal. y relajadas con Rosetta (Figura 3, By C). Puede observarse
que en ambas comparaciones se evidencian patrones bastante similares entre si. 2
aminoacidos de particular interés son los de las posiciones 125, 145; debido a que ambos
presentan valores menores a 0.7. Esto sugiere que los cambios estructurales en estas
posiciones particulares pueden haber sido originados por la interaccion entre ambos RBD

con el nanoanticuerpo (Figura 3, By C).
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Tabla 2

Lista de Comparaciones realizadas entre Estructuras Originales (Cristal) y las Versiones

Relajadas por Rosetta (Relax)

RBD.ref
(Cristal)

RBD.P.1
(Cristal)

RBD.ref-
Nb20
(Relax)

RBD.P.1-
Nb20
(Relax)

RBD.ref-
Nb20
(Cristal)

RBD.P.1.
(Relax)

G

RBD.ref
(Cristal)

RBD.P.1
(Cristal)

RBD.ref-
Nb20
(Relax)

RBD.P.1-
Nb20
(Relax)

RBD.ref-
Nb20
(Cristal)

RBD.P.1.
(Relax)

Nota. RBD.ref (Cristal): estructura del RBD obtenida mediante cristalografia (7NX6).
RBD.P.1 (Cristal): estructura del RBD de la variante P.1 de SARS-CoV-2 obtenida
mediante cristalografia (7NXB). RBD.ref-Nb20 (Relax): complejo formado por el RBD
referencia y el nanoanticuerpo Nb20 generado por Xiang et al. y relajado mediante el uso
del programa Rosetta. RBD.P.1-Nb20 (Relax): complejo formado por el RBD de la
variante P.1 y en nanoanticuerpo Nb20 generado por Xiang et al. y relajado mediante el
uso del programa Rosetta. RBD.ref-Nb20 (Cristal): complejo formado por RBD
referencia y el nanoanticuerpo Nb20 cristalizado por Xiang et al. RBD.P.1. (Relax):
estructura del RBD de la variante P.1 relajada mediante el uso del programa Rosetta. Las
letras A-G indican cada una de las comparaciones de estructuras que fueron realizadas
mediante la técnica IDDT, mostradas en las figuras 3 y 4.
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Figura 3. Gréficos de IDDT entre estructuras de los RBD P.1y referencia en complejo con el
nanoanticuerpo generado por Xiang et al., antes y después del protocolo de relajacion de
Rosetta, como se indica en la Tabla 2. Los puntos morados indican los aminoacidos del RBD
a menos de 5 A de distancia del nanoanticuerpo en la estructura original “RBD.ref-Nb20
(Cristal)”.

Después se observaron las diferencias entre las reacciones que ambos complejos RBD-
nanoanticuerpo tuvieron a la relajacion estructural por Rosetta. Para esto se comparo las

estructuras RBD referencia contra el RBD de la variante P.1, ambas en complejo con el
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nanoanticuerpo de Xiang et al. y relajadas con Rosetta (Figura 3, D). Puede verse una
region altamente variable entre los aminoacidos 1y 65, la cual es una zona del RBD que
se encuentra alejada de la interfaz antigeno-nanoanticuerpo. Adicionalmente se
encuentran picos puntuales en las posiciones 70, 133 y 160. Estas posiciones son de
importancia puesto que si se encuentran cerca de la interfaz antigeno-nanoanticuerpo
(Figura 3, D).

E RBD.ref-Nb20 (Relax) vs RBD.ref-Nb20 (Cristal)
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Figura 4. Gréficos de IDDT entre diferentes RBD como es indicado en la Tabla 2. Los puntos
morados indican los aminoacidos del RBD a menos de 5 A de distancia del nanoanticuerpo en
la estructura original “RBD.ref-Nb20 (Cristal)”.

También se quiso analizar el efecto de reemplazar el RBD de la estructura generada por
Xiang et al. por el RBD de la cepa referencia proveniente de una estructura distinta. Para
esto se hicieron dos comparaciones con la estructura de RBD original cristalizada por

Xiang et al. Una con la estructura de RBD referencia cristalizada utilizada para construir
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la estructura que sirvié como input de Sequence Design y otra con la estructura de RBD
referencia relajada en complejo con el nanoanticuerpo Nb20 de Xiang et al. (Figura 4: E
y F). Puede verse que en ambas gréficas de IDDT existen picos en multiples areas, sin
embargo, ambas presentan patrones bastante similares entre si (Figura 4: E y F). Esto
sugiere que durante ambas aplicaciones del protocolo Relax, ocurrieron cambios
conformacionales de similar magnitud en las mismas regiones para ambas estructuras.

Por altimo, se analizé el efecto de la relajacion sobre el RBD P.1 por si solo y en complejo
con el nanoanticuerpo Nb20 de Xiang et al. Para esto, se compararon mediante IDDT
ambas estructuras (Figura 4, G). Puede verse que, al igual que en la comparacién D, hay
regiones altamente variables entre los aminoacidos 1 y 65, y nuevamente en la posicion

160 se observa un pico (Figura 4, G).

7.1.3 Disefio de estructuras por Sequence Design para la variante P.1

Utilizando como estructura de inicio (input) el complejo formado por el nanoanticuerpo
Nb20 publicado por Xiang et al. y el RBD de la variante P.1 se generaron un total de 500
estructuras a través de Sequence Design. Entre estas, se descubrieron 3 grupos de
secuencias distintas entre si. El primer grupo, conformado por la mayor parte de las
estructuras, no cambid con respecto a la secuencia de la estructura utilizada como input.
El segundo grupo de secuencias conformado por 9 estructuras iguales entre si, poseen 7
mutaciones con respecto a la estructura utilizada como input. 5 de estas mutaciones se
encuentran en el CDR H1, mientras que en el CDR H2 y H3 se encontré 1 mutacion en
cada uno (figura 5). Finalmente, en el tercer grupo solo hubo una secuencia con 7
mutaciones diferentes a la secuencia del nanoanticuerpo utilizado como input. Sin
embargo, esta Gltima secuencia solo se diferencia en 1 aminoacido con la primera

secuencia nueva encontrada.

original; QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAVSGAGAHRVGWFRRAPGKEREFVAAIGASGGMTNYLD 60
nuevol; QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVWNGAGSRQVGWFRRAPGKEREFVAATIGGSGGMTNYLD 60
nuevoz2; QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVVNGAGSRQVGWFRRAPGKEREFVAAIGGSGGMTNYLD 60
REERRRRRRRORRRORR R ROR R BORR RO R R R R R R
original; SVKGRFTISRDNAKNTIYLQMNSLKPQDTAVYYCAARDIETAEYIYWGQGTQVTVSS 117
nuevol; SVKGRFTISRDNAKNTIYLOQMNSLKPQDTAVYYCAAQDIETAEYIYWGQGTQVTVSS 117
nuevoz2; SVKGRFTISRDNAKNTIYLQMNSLKPQDTAVYYCAAEDIETAEYIYWGQGTQVTVSS 117
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Figura 5. Alineamiento multiple entre el anticuerpo utilizado como input (original) junto a las
dos secuencias descubiertas por RAbD (nuevol, obtenida 9 veces y nuevo2, obtenida una vez).

7.1.4 Disefio de estructuras por Sequence Design para las variantes B.1.351y B.1.1.7

Con los complejos del nanoanticuerpo Nb20 y los RBD de las variantes B.1.351y B.1.1.7
se realizd exactamente el mismo procedimiento descrito para el complejo
nanoanticuerpo-RBD de la variante P.1. Después de generar 500 estructuras para cada
complejo a través de Sequence Design, no se encontraron secuencias diferentes a la
original del nanoanticuerpo utilizado como input. Esto indica que, con todas las
combinaciones de mutaciones probadas por el programa, ninguna mejoré la afinidad

segun las mediciones hechas por este mismo.

7.1.5 Disefio de estructuras por Sequence Design para el RBD referencia

Se realiz6 el mismo procedimiento para generar 500 estructuras utilizando como input el
complejo nanoanticuerpo-RBD referencia. Nuevamente no se encontraron secuencias de
nanoanticuerpos diferentes a la original. Este era un resultado esperado, puesto que el
nanoanticuerpo original posee una alta afinidad por el RBD referencia, comprobada

experimentalmente (27).

7.1.6 Evaluacion de energia de interfaz de las secuencias descubiertas

Posteriormente a obtener las nuevas secuencias de nanoanticuerpos afines al RBD P.1, se
crearon nuevas estructuras introduciendo estas modificaciones puntuales al complejo
conformado por el nanoanticuerpo de Xiang etal. y el RBD de la misma variante mediante
el uso de PyMOL. Ademas, se crearon estructuras adicionales que contienen solo una de
las modificaciones propuestas en las nuevas secuencias para estimar su efecto de manera
individual sobre la afinidad en comparacién a cuando estdn en conjunto. Para esto se
utilizé el método mencionado en el apartado 6.4.4, donde se sustrae el valor de energia
medido para cada parte del complejo al valor de energia del complejo en conjunto (Tabla
3).

Tabla 3

Valores de Energia medidos en REU de los Nanoanticuerpos disefiados y Mutaciones

individuales en comparacién con el VHH original
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Score Energia de dE

Score Total ~ Score RBD Nanoanticuerpo Interfaz (E.l - E.l de VHH

(REU) (REU) (REU) (E.) (REU)  original) (REU)
or\i/g|_i|n|_z:1Ia 871781  -537.326  -296.509 -37.946 0.000
. . . . . .
nuevol® -897.978  -532.508  -312.149 53.321 115.375
nuevo2 -889.793  -534.407  -308.816 -46.570 8.624
A23V 885755 -537.213  -305.798 42,744 4798
S25N  -882.463  -537.829  -303.214 41.420 3.474
A29S  -866.323 -528.963  -297.387 139.973 2.027
H30R  -874900 -530.805  -304.728 -39.367 1421
R31Q  -883.626 -531.381  -310.234 42,011 4,065
A51G  -865.427 -531.356  -284.729 149.342 111.396
RO7Q  -884.044 535134  -303.263 45.647 7.701
RO7E  -879.472 -522.843  -307.593 -49.036 -11.090

Nota. Valores de energia medidos en REU para el complejo RBD-nanoanticuerpo (Score
Total), RBD (Score RBD), nanoanticuerpo (Score Nanoanticuerpo), energia de interfaz y
comparacion con el VHH original (dE).

2 Nanoanticuerpo generado por Xiang et al.

b Nueva secuencia de nanoanticuerpo, posee todas las mutaciones mostradas incluyendo
RI7Q

¢ Nueva secuencia de nanoanticuerpo, posee todas las mutaciones mostradas incluyendo
RI7E

Puede observarse que para ambos nanoanticuerpos nuevos, la energia de interfaz es menor
que la del nanoanticuerpo original utilizado como input. Esto implica que se calcula para
ellos una mayor afinidad por el RBD P.1 que el nanoanticuerpo original. Adicionalmente,

puede observarse que, entre los dos nanoanticuerpos nuevos, el “nuevol” posee la mayor

afinidad.
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Entre las mutaciones individuales pertenecientes a las secuencias nuevas de
nanoanticuerpos, puede notarse que A51G es la que mas contribuye al aumento de
afinidad (dE -11.396 REU), y al introducirse con el resto de mutaciones de “nuevol”,
estas solo logran aumentar la afinidad de manera mas leve (dE -15.375 REU). Asimismo,
la mutacion R97E influye notablemente en la afinidad (dE -11.090 REU); sin embargo,
al introducirse en conjunto con el resto de mutaciones de “nuevo2”, la afinidad empeora

(dE -8.624 REU).

Tabla 4

Afinidad del Nanoanticuerpo original y los Nanoanticuerpos disefiados para el RBD de

la Variante P.1

o it 90 L K
Oxgi'r'jal -37.946 113 5.20E-09
nuevol -53.321 -13.2 2.20E-10
nuevo2 -46.570 -12.5 6.50E-10

Nota. Valores hallados utilizando Rosetta (Energia de Interfaz) y PRODIGY (dG y Ka).

Con el propdsito de corroborar la energia de interfaz hallada con Rosetta, como se
menciona en el apartado 6.4.4, se utilizo la herramienta PRODIGY. En la tabla 4 puede
observarse que los resultados obtenidos mediante el uso de ambos programas concuerdan
en que las mutaciones de los 2 nanoanticuerpos nuevos aumentan la afinidad y que, entre

estos 2, el “nuevol” es el que tiene la mayor afinidad por el RBD P.1.

7.1.7 Evaluacion visual de las modificaciones introducidas

Con el proposito de evaluar la l6gica tras las modificaciones introducidas por RAbD y los
cambios en la energia calculada, se visualizaron cada una de las mutaciones utilizando
PyMOL. Estas modificaciones pueden verse de manera detallada en las imagenes a

continuacion:
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Figura 6. A. Vista en PyMOL de las modificaciones insertadas por RAbD. El nanoanticuerpo
"nuevol" es representado en turquesa, el RBD P1 en naranja, las mutaciones propias de la
variante de SARS-CoV-2 P.1 en amarillo, los aminoacidos del nanoanticuerpo de Xiang et al.
en magenta y el nanoanticuerpo "nuevo2" en verde. A. Vista de las modificaciones A23V y
S25N del nanoanticuerpo. B. Vista de las modificaciones A29S y H30R del nanoanticuerpo.
C. Vista de la modificacion R31Q del nanoanticuerpo y su distancia (2.7A) a la mutacion
E484K del RBD P.1. D. Vista de la ubicacion del amino &cido en la posicion 51 del
nanoanticuerpo, en relacion al aminoécido en la posicion 29 del nanoanticuerpo y posicion
449 del RBD. E. Vista de la modificacién R97Q particular del nanoanticuerpo "nuevol"y su
ubicacion en relacion a la mutacion E484K del RBD P.1. F. Vista de la modificacion R97E
particular del nanoanticuerpo "nuevo2" y su ubicacion en relacion a la mutacién E484K del
RBD P.1.

En las posiciones 23 y 25, los nuevos nanoanticuerpos reemplazaron una alanina por una
valina y una serina por una asparagina, respectivamente. Estas modificaciones no se
encuentran en la region de interfaz con el RBD y ambas modificaciones no cambian las
caracteristicas generales de los aminoacidos (Alanina y valina son aminoacidos
hidrofobicos, y Serina y asparagina son aminoacidos polares sin carga.) (Figura 6. A). En
el caso de las modificaciones en las posiciones 29 y 30 del nanoanticuerpo, se reemplazé
una alanina por una serina y una histidina por una arginina. Puede entenderse que, en
ambas de estas modificaciones, el score de interfaz calculado mejord por el hecho de que

ambas modificaciones aumentan la cantidad de posibles puentes de hidrogeno que el
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nanoanticuerpo puede formar con el RBD (Figura 6. B). En el caso de la modificacién en
la posicion 31, donde se cambid una arginina por una glutamina, puede inferirse que la
afinidad mejoro6 debido a que esta posicion se encuentra cerca de una lisina en la posicion
484 del RBD P.1. Es razonable que esto ocurra, debido a que tanto la lisina, como la
arginina, son amino acidos que poseen carga positiva; por lo cual, al reemplazar uno de
ellos por un amino &cido sin carga, como la glutamina, la afinidad mejoraria al eliminarse
una posible repulsién electrostética (Figura 6. C). Cabe destacar que la lisina en la
posicion 484 del RBD es una mutacion caracteristica de la variante P.1 de SARS-CoV-2
(E484K), por lo que no se encuentra presente en el RBD referencia. En el caso de la
modificacion en la posicion 51 del nanoanticuerpo, se reemplazé una alanina por una
glicina. En este caso, no encontramos una razén obvia para la mejora de la afinidad. Sin
embargo, lo que sospechamos, es que la disminucion en el tamafio de dicho aminoacido
podria facilitar la interaccion entre otros pares de amino acidos cercanos; por ejemplo, la
interaccion entre la serina en la posicion 29 del nanoanticuerpo y la tirosina en la posicion
449 del RBD (Figura 6. D). Por ultimo, en la posicién 97 se reemplaz6 una arginina por
dos amino &cidos distintos, en un caso por una glutamina (‘“nuevol”) y en otro por un
acido glutdmico (“nuevo2”). De manera similar a la modificacién de la posicion 31, esta
se encuentra cerca de la lisina en la posicion 484 del RBD P.1, la cual tiene carga positiva
al igual que la arginina. Al eliminar esta carga positiva en el nanoanticuerpo y, en uno de
los casos, reemplazarla por una negativa, es razonable que la afinidad por el RBD aumente
(Figura 6. E'y F). En resumen, las mutaciones identificadas aparentan ser razonables y no
resulta inconcebible que la afinidad entre el nanoanticuerpo y el RBD P.1 mejore gracias

aellas.

7.1.8 Estimacion de la calidad de los modelos

Los nanoanticuerpos “nuevol” y “nuevo2” se analizaron mediante SWISS-MODEL
Structure Assessment y ProSa-Web. Con estos programas se obtuvo el grafico de
Ramachandran y el de “Overall model quality” respectivamente, para cada estructura
(Anexo 2). En el caso de la estructura del nanoanticuerpo “nuevol”, tanto el grafico de
Ramachandran como el de “Overall model quality” (explicados en el subtitulo “6.4.2:
Estimacion de la calidad del modelo”) indican que cada aminoacido y el modelo en
general tienen una buena calidad. En el caso del nanoanticuerpo “nuevo 27, el “Overall

model quality” también indica una buena calidad del modelo, sin embargo, en el grafico
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de Ramachandran el aminoécido de la posicion 42 se encuentra fuera de las regiones
usuales. Este tltimo resultado podria ser impreciso debido a que el puntaje de confianza
para este aminoacido especifico es relativamente bajo con respecto al resto, siendo esta
de 0.57; considerando que el valor maximo obtenible es 1 y que los aminoacidos con
puntajes de confianza menores a 0.6 no son considerados confiables (34). Asimismo, este
aminoacido se encuentra fuera de las regiones CDR y sus regiones cercanas, lo que le
sustrae relevancia con respecto a nuestros propdsitos. Por lo tanto, consideramos que hay
altas posibilidades de que las estructuras obtenidas a partir de los nanoanticuerpos

“nuevol” y “nuevo2” tengan una conformacion bastante similar in vitro.

7.1.9 Modelamiento de estructuras finales

Finalmente, las secuencias del nanoanticuerpo original y los nanoanticuerpos nuevos
fueron modeladas por AlphaFold 2 y SWISS-MODEL, con el proposito de ser
comparadas con sus andlogos relajados producidos con Rosetta. Se realizd un analisis de
RMSD y IDDT entre las estructuras generadas por AlphaFold 2 y SWISS-MODEL, y las
generadas por Rosetta (Anexo 3). Esto se realizo con el fin de corroborar la semejanza de
las estructuras finales luego de haberse aplicado las modificaciones de RAbD. Bajo los 3
métodos de modelamiento, las estructuras generadas resultaron ser similares entre si, con
RMSDs menores a 0.7 para todas las comparaciones. Las regiones donde hubo mayor
divergencia estructural, de acuerdo a las graficas de IDDT, fueron en las regiones CDR.
Esto es un resultado esperado, puesto que en estas zonas se realizaron las modificaciones
de secuencia y ademas son altamente flexibles, por lo que no necesariamente tienen una

estructura predecible o estatica (1).

7.2 Aproximacion por camelizacion del VH de un anticuerpo convencional 1gG
7.2.1 Preparacion de estructura y camelizacion de VH de anticuerpo convencional 1gG
Utilizando PyMOL se separ6 el dominio VH de un anticuerpo convencional IgG con
comprobada afinidad por el RBD de la cepa referencia (PDB: 6YOR). La estructura
resultante se introdujo en el servidor web de PylgClassify, para la renumeracion de sus
residuos e identificacion de sus CDRs segun la numeracion North-AHO (Figura 7), como
requisito para poder utilizar la estructura en RosettaAntibodyDesign. Luego, se aplico el

protocolo Relax necesario para el uso de aplicativos de Rosetta.
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30 51 61
A 79 37 44 52 54 65 69

VH_original TOMQOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSETR 60
VH_camelizado TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
dekkkkkokkk ok ko kkh ko kkkk ko ko ko ko k ko kkdkhkk % kokkkkkkkkokhok
13 148
VH_original YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTVA 119
VH_camelizado YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTVA 119

s e e ke ok ok e e e ke ok ok ke ke e ke ok ok ok ok ke e ok ok ok ok e e e ok ok ok ok e e ke ok ok ok ke e e ok ok ok ok ok e ke ok ok ok ok ok ke o ok ok

Numeracién
M north-AHO
SR . Convencional
H1
M H2 Aminodacidos
Wild type

Camelizacion

Figura 7. A. Secuencias del VH original y el VH camelizado con los CDRs resaltados (H1,
amarillo; H2, azul y H3, rojo) segin la numeracion North-AHO de PylgClassify (verde) y
convencional (negro) y aminoacidos wild type (verde agua) y mutaciones de camelizacion
(anaranjado). B. Estructura tridimensional del VVH original con CDRs y aminodacidos wild type
sefialados. C. Estructura tridimensional del VH camelizado con CDRs y mutaciones de
camelizacion resaltadas.

Posteriormente, en PyMOL se aplicaron al VH las mutaciones de camelizacion V44F,
G51E, L52R y W54G (17) a la estructura, ajustadas a la renumeracion North-AHO
aplicada por PylgClassify (Figura 7). Para cada mutacion se hizo un anélisis de
hidrofobicidad utilizando Protein-sol patches (Figura 8) y se utilizd el valor NPP
(proporcion de aminodcidos no polares y polares en la superficie de la proteina) como un
indicador de nivel de hidrofobicidad. Mediante este método, se observo que las
mutaciones de camelizacion disminuyeron la hidrofobicidad (menor NPP) de la region
del parche hidrofobico del VH.
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| Mutaciones |_wt_|_a_|_b_|_c | d_|
V44F = + + +

+
G51E = = + + +
L52R - - - + +

W54G +

Non Polar to Polar ratio (NPP)

0.6 1.45 23

Figura 8. Andlisis de hidrofobicidad de Protein-sol patches del dominio VH a medida que se
aplican las mutaciones de camelizacion (indicadas en la tabla). La estructura esta orientada
mostrando el parche hidrofébico del VH, con el cual interactia con el VL en el anticuerpo
convencional IgG. Las regiones mas hidrofdbicas tendran un mayor NPP (verde) y las menos
hidrofébicas un menor NPP (morado).

También se realizo el analisis de hidrofobicidad para la estructura camelizada (con las 4
mutaciones de camelizacidn) antes y después de ser relajada para examinar si el cambio
conformacional realizado en el protocolo Relax no afecta el grado en que se expone el
area hidrofobica (Figura 9), ya que la aplicacion de este protocolo es un procedimiento
requerido previo a la ejecucion de los aplicativos Rosetta. Se observé que la disminucion

de la hidrofobicidad se mantuvo después de la aplicacién del protocolo Relax.

VH Camelizado VH Camelizado + Relax

Non Polar to Polar ratio (NPP)

0.6 1.45 2.3

Figura 9. Andlisis de hidrofobicidad de Protein-sol patches de las estructuras del VH
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camelizado antes y después de ser relajado por Rosetta. Las estructuras se hallan orientadas
mostrando la region donde estaba el parche hidrofébico previo a la camelizacién.

Por otro lado, con el propdsito de evaluar el aporte de cada una de las mutaciones a la
estabilidad del VH camelizado, se aplicaron las mutaciones de camelizacion por separado,
de modo que se obtuvieron cuatro estructuras, cada una con una mutacion distinta (Tabla
5). Posteriormente, se aplicé el protocolo Relax y se midi6 el Score de energia de Rosetta
(medida en REU) a cada una de estas estructuras. Asimismo, la mutacion que mas redujo
la energia al ser aplicada por si sola, fue la V37F y las G44E, L45R y WA47G
incrementaron o redujeron de forma minima la energia de la estructura (Tabla 5). Estos
resultados coinciden con los resultados obtenidos por Davies. J & Riechmann. L (40) en
donde encontraron que las tres Ultimas mutaciones mencionadas no eran suficientes para
mejorar la estabilidad del VH camelizado in vitro y que la mutacion V37F mejora la

estabilidad de la proteina, incrementando su temperatura de fusion.

Adicionalmente, al ser aplicadas las mutaciones en conjunto y luego aplicar el protocolo
Relax a la estructura, la energia del VH se volvié mas negativa en cada grupo, siendo
mayor la contribucién de L52R a la disminucion de la energia respecto al VH Wild type
(disminucion de 2.747 REU).

Tabla 5

Estimacién de Energia de Estructuras con Mutaciones de camelizacién

dE (Score - Score VH_wt)

Mutaciones Score (REU) (REU)
VH_wt -356.316 0
a. V44F -364.221 -7.905
b. G51E -354.524 1.792
c. L52R -356.899 -0.583
d. W54G -353.047 3.269
a+b -357.309 -0.993
atb+c -359.063 -2.747
atb+c+d -357.232 -0.916
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Nota. Estimacion de energia de las estructuras (Score) por cada mutacién aplicada al VH
de anticuerpo convencional IgG en la camelizacidén en comparacién con el VH Wild type
(VH_wt), medidos en Rosetta Energy Units (REU) por el comando Score de Rosetta. a+b:
aplicacion de mutaciones V44F, G51 y protocolo relax; a+b+c: aplicacion de mutaciones
V44F, G51E, L52R y protocolo relax y a+b+c+d: aplicacion de mutaciones V44F, G51E,
L52R, W54G y protocolo relax.

Tras obtener la estructura relajada del VH camelizado, se introdujo su secuencia de
aminoacidos en AlphaFold 2 para interrogar si las mutaciones de camelizacién podrian
afectar la estructura de la proteina segin otro modelamiento independiente de Rosetta
(Figura 10). La prediccion de AlphaFold 2 fue muy parecida a la obtenida por el protocolo
Relax de Rosetta, excepto en los CDRs H1y H3. Las regiones del VH no pertenecientes
alos CDRsy los sitios donde se aplicaron las mutaciones de camelizacion se mantuvieron

sin diferencias pronunciadas.

Estas pruebas indican que la camelizacion disminuye la hidrofobicidad del VH,
disminuye su energia y no afecta negativamente al armazén inclusive después de la
aplicacion del protocolo Relax. La estructura del VH camelizado, renumerada al sistema

North-AHO vy relajada por Rosetta sera la que se utilizara como input para RAbD.

IDDT para prediccion_AF vs relax_R
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camelizacién
CDRs Relax_R
H1 H2 ] H3 Framework Gaps

Figura 10. A. Comparacion de las estructuras por IDDT del VH camelizado obtenidas por
Rosetta (relax_R) y AlphaFold 2 (prediccion_AF) con los CDRs y el armazdn coloreados: H1,
amarillos; H2, azules; H3, rojos y framework, cian. B. IDDT de las estructuras VH camelizado
relajado por Rosetta y prediccion de AlphaFold 2. Los sitios de mutaciones se encuentran
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sefialados por lineas moradas verticales y los CDRs sombreados en las posiciones respectivas.
Los gaps en distintos rangos de la grafica (gris) son producto de la renumeracion de residuos
North-AHO de PylgClassify y no influyen en la medicién IDDT.

7.2.2 Disefio de estructuras por Graft Design al CDR-H3

El VH camelizado fue introducido en RosettaAntibodyDesign para el refinamiento de su
CDR-H3 por el protocolo de Graft Design. Este procedimiento consiste en el reemplazo
del CDR-H3 con secuencias de CDRs-H3 provenientes de la base de datos PylgClassify
de forma aleatoria que cumplan con los parametros elegidos hasta encontrar uno que
mejore el valor de interaccion con el antigeno segin RAbD. Para ello, se programé
limitaciones de tamafio del CDR-H3 de 14 a 16 aminoéacidos de longitud, para inducir su
alargamiento y que alcance un mayor tamafio (en comparacion a su tamafio original de
12 aminoacidos de longitud) (11, 18). De este modo, se podria incrementar la superficie
de interaccion con el antigeno y compensar la ausencia del dominio VL eliminado (18).
Del mismo modo, se eligio un set de CDRs H3 a partir de las estructuras provenientes de
las especies Camelus dromedarius, Lama glama y Vicugna Pacos, debido a que a partir
de los anticuerpos de estos camélidos se obtienen los dominios VHH. Las estructuras de
anticuerpos correspondientes a estas especies y que tienen un CDR H3 de 14 a 16
aminoacidos de longitud pertenecen a 17 cllsters de estructuras en la base de datos,
respecto a los 59 clusters que existen en estas tres especies sin filtros de longitud de CDR

H3 y a los 190 clusters en total sin filtros aplicados.
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CDR H1 — CDRH2

0204 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0078 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0256 TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0025 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0132 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFROQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0296 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0197 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0280 TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

VH_camelizado TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0163 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

0183 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
hkhkkdkkhkhkhkhhhkhhhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhhhrhhbbhhhhbhhd

0204 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGHDIN==SNTYGHWGQGTTVIVA 121

0078 YSPSFQGOVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGEGID--ASSYGOWGQGTTVTVA 121

0256 YSPSFQGQOVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGEGFD--ESSYGOWGQGTTVTVA 121

0025 YSPSFQGOVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGODFD--QSSYGOWGQGTTVTVA 121

0132 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGODFD--ESTYGHWGQGTTVTVA 121

0296 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGODFD--ESTYGHWGQGTTVTVA 121

0197 YSPSFQGOVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGODFD--ENSYGHWGQGTTVTVA 121

0280 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGODLD--ENSYGHWGOGTTVTVA 121

VH_camelizado YSPSFQGOVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAGG----SGISTPMDVWGQGTTVTVA 119

0163 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAANPSNGFGOTLGWTYWGQGTTVTVA 123

0183 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAANPOGEYA-TANYDYWGQGTTVTVA 122
**************************************- . % % % %k Kk %k ok ok kX

CDRH3 —

Figura 11. Alineamiento de secuencias de los VH con mejor Score de las generadas por Graft
Design en RADD respecto al VH camelizado. Los CDRs se encuentran coloreados
respectivamente: H1, amarillo; H2, azul y H3, rojo.

Finalmente, se aplicé el protocolo de Sequence Design a los CDRs H1, H2 y H3 para
optimizar la secuencia modificada anteriormente en el protocolo de Graft Design en caso

fuera posible.

En este procedimiento se generaron 500 estructuras de las cuales se obtuvieron 377
secuencias distintas a la estructura introducida como input (Anexo 1). De estas, se
seleccionaron aquellas 10 con el menor Score de energia de Rosetta respecto a las demas
y se obtuvo sus secuencias (Figura 11). También se midi6 su energia de interfaz (Tabla
6) y se genero6 un arbol filogenético para determinar su nivel de similitud (Figura 12) y

seleccionar 3 de estas que representen la variedad del grupo.

Tabla 6

Estimacién de Energia total y Energia de Interfaz de maltiples Complejos Antigeno-

Anticuerpo obtenidos por Graft Design
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Score Total Score RBD Score Energia de dE

Id (REU) (REU) Nano(%néil(jl;erpo Int(e(gaEzL})E.l) VH_(cl:Eai:n-) I?IQEU)
VH_orig  -932.545 -526.977 -348.494 -57.074 -4.500
VH_cam  -930.449 -531.357 -346.518 -52.574 0

VH 25 -920.088 -531.225 -345.978 -42.885 9.689
VH 78 -919.753 -532.433 -345.756 -41.564 11.010
VH 132 -921.151 -531.817 -347.789 -41.545 11.029
VH 163 -919.539 -528.029 -343.103 -48.407 4.167
VH 183 -924.395 -531.211 -355.447 -37.737 14.837
VH 197 -923.638 -531.461 -347.787 -44.390 8.184
VH 204  -923.591 -531.528 -348.198 -43.865 8.709
VH 256 -917.827 -531.996 -342.595 -43.236 9.338
VH 280  -930.441 -531.068 -355.842 -43.531 9.043
VH 296 -911.571 -532.469 -339.784 -39.318 13.256

Nota. Estimacion de energia de las estructuras (Score) y energia de las interfaces
antigeno-anticuerpo medidas en REU de las estructuras obtenidas por Graft Design en
comparacion con la del VH camelizado (VH_cam) y el VH original (VH_orig). Las
estructuras seleccionadas para el Sequence Design se encuentran subrayadas.

En la evaluacion de la energia de interfaz no se encontraron estructuras con menor energia
al VH camelizado utilizado como input. Las estructuras 163, 197 y 204 presentaron las
menores energias de interfaz, sin embargo, todas ellas mostraron valores por encima de
la estructura inicial del VH camelizado. Se busc6 mejorar estas energias aplicando el

protocolo de modificacidén Sequence Design acoplado al protocolo de Graft Design.
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Figura 12. Arbol filogenético de los CDR H3 de los nanoanticuerpos obtenidos por Graft
Design. Las estructuras seleccionadas para el Sequence Design se encuentran resaltadas en
verde.

Posteriormente, las 10 estructuras generadas en el protocolo de Graft Design con menor
energia fueron organizadas en un arbol filogenético (Figura 12). Para conservar la mayor
variedad en el siguiente paso de modificaciones (por Sequence Design), se consideraron
las estructuras de Ids: 204, 163 y 197 debido a que tienen la mas baja energia de interfaz

del grupo seleccionado y se hallan en puntos distantes entre si en el arbol filogenético.

7.2.3 Optimizacion de estructuras con Sequence Design

El refinamiento de las estructuras VH 163, 197 y 204, generadas por el Graft Design, se
realiz6 mediante la aplicacion del protocolo de Sequence Design a los CDRs H1, H2 y
H3. Con ello, se generaron 500 estructuras para cada una de las tres (1500 estructuras en
total). De estas, no se obtuvieron secuencias nuevas a partir del VH 163, ocho secuencias
originales distintas a la inicial para el 197 (Figura 13) y dos originales distintas a la inicial
para el 204 (Figura 14).
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CDR Hl\ﬁ CDR HZ\‘

VH_197 TOMQOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
0125 TOMQOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSETR 60
0204 TOMOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGTIYPGDSETR 60
0175 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSETR 60
0172 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSETR 60
0143 TOMQOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETK 60
0002 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSETR 60
0001 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
0003 TOMOLVQOSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFROQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60

hkhkhkhkhkhkdkhkhhkhkddhkhhhhhhkhkddhdhdhdr bk rdh b dhdrhdhhdhhhhkhhhhhd ********:

VH_197 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAAGGODFDENSYGHWGQGTTVTVA 121
0125 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOQWSSLKASDTAIYYCAAGGDDYDESTYGHWGQGTTVTVA 121
0204 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDWDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0175 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAAGGDDWDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0172 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDYDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0143 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDWDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0002 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDWDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0001 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDYDESSYGHWGQGTTVTVA 121
0003 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGDDWDESSYGHWGQGTTVTVA 121

*****************************************:*:**. :*************

CDRH3 —

Figura 13. Secuencias de los nanoanticuerpos obtenidos por Sequence Design de VH 197 con
CDRs sefialados. Azul, CDR H1; Verde, CDR H2 y Rojo, CDR H3.

CDR H1—, CDR H2 —,

VH_204 TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
0018 TOMOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSETR 60
0211 TOMOLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSETR 60

**************************************************:*********
VH_204 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGHDINSNTYGHWGQGTTVTVA 121
0018 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGEDIDSSTYGHWGQGTTVTVA 121
0211 YSPSFQGQVTISADKSINTAYLOWSSLKASDTAIYYCAAGGEDIDSSTYGHWGQGTTVTVA 121

*****************************************.**:*.**************

CDRH3 —"

Figura 14. Secuencias de los nanoanticuerpos obtenidos por Sequence Design de VH 204 con
CDRs sefialados. Azul, CDR H1; Verde, CDR H2 y Rojo, CDR H3.

La energia de interfaz fue medida para estas nuevas estructuras y se compararon respecto
a la secuencia de la estructura que se introdujo como input (Tabla 7). Todas las estructuras
nuevas obtuvieron una menor energia de interfaz respecto a la de la estructura utilizada
como input. Sin embargo, no alcanzaron una energia de interfaz tan baja como la de la
estructura camelizada ni a la de la original. La estructura con menor energia de interfaz
es la de id 143, generada a partir de VH 197, con una energia de -49.107 REU.
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Tabla 7

Estimacion de Energia total y Energia de Interfaz de multiples Complejos Antigeno-

Anticuerpo obtenidos por Sequence Design

Score Score RBD Sco_re Energia de dE
Id Total (REU) Nanoanticuerpo Interfaz (E.I) (E.1-E.
(REV) (REV) (REV) VH_cam) (REV)
VH_cam  -930.449 -531.357 -346.518 -52.574 0
VH 197 -923.638 -531.461 -347.787 -44.390 8.184
id 001 -927.778  -531.958 -349.327 -46.493 6.081
id 002 -928.828  -531.116 -351.042 -46.670 5.904
id 003 -928.864  -532.032 -350.18 -46.652 5.922
id 125 -931.023  -531.782 -352.565 -46.676 5.898
id 143 -931.436 -531.814 -350.515 -49.107 3.467
id 172 -928.456  -531.487 -350.533 -46.436 6.138
id 175 -926.634 -530.305 -349.504 -46.825 5.749
id 204 -927.307 -531.08 -349.815 -46.412 6.162
VH 204 -923.591 -531.528 -348.198 -43.865 8.709
id 018 -925.012 -532.051 -347.099 -45.862 6.712
id 211 -926.847 -532.021 -348.971 -45.855 6.719

Nota. Estimacion de energia de las estructuras (Score) y energia de las interfaces
antigeno-anticuerpo medidas en REU de las estructuras obtenidas por Sequence Design
en comparacion con la del VH camelizado (VH_cam) y el VH original (VH_wt).
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7.2.4 Evaluaciéon de energia por mutaciones puntuales en estructuras obtenidas por
Sequence Design de VH 197

Se observo que entre las estructuras obtenidas a partir de la aplicacién del protocolo de
Sequence design a VH 197, el id 143 poseia la mejor energia de interfaz entre estas. Con
el propdsito de optimizar la secuencia de este producto, se intentd introducir al id 143 las
mutaciones poseidas por las otras secuencias obtenidas en el mismo protocolo, ya que
todas alcanzaron una mejor energia de interfaz que la estructura introducida como input
(VH 197). Las mutaciones elegidas fueron S135T, W113Y, I57A, 157V y K69R (Tabla
8) y se aplicd cada una por separado para medir su efecto en la energia de interfaz en el
id 143. Se encontro que estas modificaciones empeoraron su energia de interfaz, con la
excepcion de S135T, que mejord su energia en 0.003 REU. Por lo que no se logro

optimizar mas esta secuencia.

Posteriormente, se aplicd la mutacion exclusiva de id 143 en VH 197 (R69K), para
observar su aporte individual en el Score de energia de interfaz. Se observd que con
aplicando esta Unica modificacion, la energia de interfaz de VH 197 disminuyd de -44.390
REU a -47.794 y logré superar el Score de energia de interfaz del resto de productos del

protocolo de Sequence Design, a excepcion de id 143 (Tabla 8).

49



Tabla 8

Estimacién de Energia total y Energia de Interfaz de multiples Complejos Antigeno-

Anticuerpo obtenidos afiadiendo Mutaciones individualmente

Id SC?&?EB(;taI SC(()SEE?D Nanoi(lfl?irceuerpo Irllztg(refre?zla(gﬁ) (E.?I—EE. I
(REU) (REU) VH_cam) (REU)
VH_cam  -930.449 -531.357 -346.518 -52.574 0

id 143 -931.436 -531.814 -350.515 -49.107 3.467
S135T -927.662 -530.652 -347.9 -49.110 3.464
W113Y  -929.308 -531.97 -348.364 -48.974 3.600
I57A -932.68 -531.532 -353.643 -47.505 5.069
157V -929.89 -530.59 -351.227 -48.073 4501
K69R -927.811 -531.096 -348.478 -48.237 4.337
VH 197 -923.638 -531.461 -347.787 -44.390 8.184
R69K -926.027 -530.604 -347.629 -47.794 4.780

Nota. Estimacién de energia de las estructuras (Score) y energia de las interfaces
antigeno-anticuerpo medidas en REU cuando se le aplican mutaciones puntuales a id 143
y VH 197 en comparacion con el VH camelizado.

7.2.5 Estimacion de la calidad de los modelos

Para las estimaciones de calidad, los nanoanticuerpos de las estructuras VH 204, VH 197,
VH 163y todas las generadas por Sequence Design fueron separados del RBD utilizando
PyMol y luego relajados en Rosetta. Después, se introdujeron en SWISS MODEL
Structure Assessment y ProSa-Web para obtener sus respectivos graficos de
Ramachandran y “Overall Model Quality” (Anexo 2). Todas las estructuras tuvieron un
Z score dentro de los valores esperados para estructuras de 121 aminoacidos y graficos

de Ramachandran sin valores atipicos.

7.2.6 Medicion de area de interfaz epitopo-paratopo
Dado que los nanoanticuerpos suelen tener una mayor de area de interfaz con su epitopo
que los VH de anticuerpos convencionales 1gG, se midi6 el area de interfaz de nuestros

modelos cuyo tamafio del CDR-H3 fue incrementado en la aplicacion del protocolo de

50



Graft Design. Para realizar estas mediciones, se introdujeron las estructuras VH_cam, VH
204, VH 197, VH 163 y todas las generadas por Sequence Design fueron introducidas en
el software de célculo de area accesible al solvente dr_sasa (39). Encontramos que el area
de interfaz disminuyd en todas las nuevas estructuras respecto al VH camelizado inicial,
a excepcion de VH 163 con 710.435 A2. Asimismo, el area de interfaz tiende a aumentar
para las estructuras originadas a partir de VH 197 y disminuye en las estructuras
generadas en base al VH 204. (Tabla 9).

Tabla 9

Area del Paratopo de Complejos Antigeno-Anticuerpo

Id Are,a del d Areg del Id Are’a del
paratopo (A?) paratopo (A?) paratopo (A?)
VH _cam  669.507 id 0003 627.019 id 0204  626.842
VH 163 710.435 id 0125 639.291 VH 204 618.612
VH 197 623.661 id 0143 608.707 id 0018  609.074
id 0001 623.848 id0172 627.784 id 0211  609.204
id 0002 630.369 id 0175 629.456

Nota. Area del paratopo en A2 de las estructuras finales de la aproximacion por
camelizacion de VH de anticuerpo convencional IgG, obtenidas por el programa dr_sasa
respecto al VH camelizado (VH_cam). En negrita estan las estructuras obtenidas por
Graft Design.

7.2.7 Evaluacion visual de las modificaciones introducidas

Utilizando el programa PyMOL, observamos la interfaz epitopo-paratopo entre el RBD y
las estructuras principales generadas en esta aproximacion. En primer lugar, tenemos la
comparacion entre el complejo formado por el VH camelizado y RBD y el VH 163y
RBD (Fig 15).
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A
VH camelizado™

Figura 15. A. Vista en PyMOL de las modificaciones realizadas por RAbD. A. Interfaz del
complejo RBD (anaranjado) y CDR H3 (celeste) del VH camelizado (verde). B. Interfaz del
complejo RBD (anaranjado) y CDR H3 (amarillo) del VH 163 (verde) producto del protocolo
de Graft Design. C. Interfaz del complejo RBD (anaranjado) y CDR H3 (blanco) del VH 197
(verde) producto del protocolo de Graft Design y el aminoacido 69R del CDR H2 (gris). D.
Interfaz del complejo RBD (anaranjado) y CDR H3 (magenta) del VH id 143 (verde) vy el
aminoéacido 69K del CDR H2 (fucsia) producto del protocolo de Sequence Design.

En el primer complejo (Figura 15. A) se observo que podian formarse interacciones
puente de hidrdgeno entre varios aminoacidos del CDR H3 del VH camelizado con
aminoacidos del epitopo en el RBD. El segundo complejo (Figura 15. B) esta formado
por el RBD y una de las estructuras generadas por el protocolo de Graft Design de RAbD,
se observa el aumento de tamafio del CDR H3 y la presencia de aminoacidos como 104F
y 107N que pueden contribuir al reconocimiento del RBD por medio de interacciones
hidrofobicas y puente de hidrogeno respectivamente. Asimismo, la presencia de estos dos

aminoacidos en los extremos el paratopo podrian explicar el aumento del area de interfaz
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medido por el programa dr_sasa (Tabla 9). Por otro lado, el VH 197 (Figura 15. C),
también generado por el protocolo de Graft Design, muestra un CDR H3 maés alejado de
la interfaz que el VH camelizado, lo cual pudo dar lugar a la menor energia de interfaz
medida y el aminoacido 122Q del CDR H3 podria formar un enlace puente de hidrogeno
con un grupo amino del epitopo. Ademas, el aminoacido 69R del CDR H2 puede
interactuar con la tirosina del RBD. Finalmente, el VH id 143 (Figura 15. D), generado a
partir del protocolo de Sequence Design del VH 197, presenta similitudes al VH 197 en
la estructura de su CDR H3, excepto por las mutaciones F124W, N127S y Q122D. Esta
ultima en particular representa el cambio de un aminoacido de carga neutra a uno cargado
negativamente y se encuentra proximo al epitope. Es posible que esta mutacion haya sido
particularmente beneficiosa para mejorar la energia de interfaz debido a que todas las
estructuras generadas por el protocolo de Sequence Design tuvieron esta modificacion.
Ademas, la mutacion N127S cambi6 la orientacién de una parte del CDR H3, lo que
podria explicar la baja area de interfaz medida por el programa dr_sasa (Tabla 9). Por otro
lado, en el CDR H2 ocurrié la mutacion R69K, que solo tuvo el id 143. Esta mutacién
aumenta la hidrofobicidad del residuo (41) lo que puede ocasioanr la ligera atraccién de
la tirosina del RBD hacia la interfaz por medio de una interaccion hidrofobica. Hemos
evaluado que esta mutacion por si sola logré mejorar la energia de interfaz en 4.78 REU
(Tabla 8).

7.2.8 Modelamiento de estructuras finales

Finalmente, las secuencias de los nanoanticuerpos de las estructuras VH 204, VH 197,
VH 163y todas las generadas por Sequence Design fueron modeladas por AlphaFold 2 y
SWISS MODEL. Posteriormente, se realizd un andlisis de RMSD y IDDT a las
estructuras generadas por los distintos programas (Anexo 3). Asimismo, se utilizé el
SWISS Structure Assessment para obtener un grafico de Ramachandran de cada nuevo
nanoanticuerpo. Esto se realizo con el fin de evaluar la conformacion estructural de las
estructuras finales luego de haberse aplicado las modificaciones de RAbD. EI IDDT entre
la prediccion de Rosetta y los modeladores AlphaFold 2 y SWISS MODEL no varia
demasiado salvo en los CDRs, debido a que estas regiones son altamente flexibles y no

poseen una conformacion fija, en especial la del H3 (1).
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8. Discusion

Estructuras iniciales

Las estructuras utilizadas como input para la ejecucion de estos métodos fueron
construidas y modificadas mediante alineamientos estructurales y relajacion con Rosetta.
Inicialmente, al comparar las estructuras provenientes de las estructuras cristalizadas con
su estructura relajada correspondiente (Figura 3: B 'y C), estas presentan una gran cantidad
de variacion entre si, lo cual podria poner en duda la confiabilidad de las estructuras
utilizadas como input. Sin embargo, encontramos que las modificaciones estructurales
introducidas por el protocolo de relajacion de Rosetta son similares para varias
estructuras. En general, la relajacion aproximé a las estructuras de RBD a su forma
aislada, sin interaccion con anticuerpo o0 nanoanticuerpo. Ademas, la relajacion en
presencia de un nanoanticuerpo gener0 variaciones de configuracion en los lugares
esperados.

Especificamente, al analizar las comparaciones E y F (Figura 4), estas sugieren que el
protocolo de relajacion asemeja ligeramente a las estructuras de RBD a las estructuras
cristalizadas de RBD que no estdn en complejo con nanoanticuerpos. No obstante, al
analizar las comparaciones A, B, C, D y F (Figura 3 y 4) en conjunto, se observé que los
cambios introducidos ocurren particularmente en aminoacidos cercanos a la interfaz
antigeno-nanoanticuerpo de manera esperada.

Por estas razones consideramos que las configuraciones iniciales aqui utilizadas son
posibles por definicion del algoritmo de relajacién. Ademas, son probablemente realistas
ya que predicen la posicion de pequefias modificaciones configuracionales que se han
registrado experimentalmente en la interfaz de interaccion con un anticuerpo o

nanoanticuerpo.

Diversidad de las estructuras descubiertas

En cuanto los nanoanticuerpos con afinidad por el RBD de la variante P.1 solo se
obtuvieron 2 secuencias nuevas, y con una diferencia entre si de un solo aminoacido.
Examinando el procedimiento realizado por el programa, encontramos que no se
identificd un cluster adecuado para que pertenezca el CDR H1 en la base de datos
utilizada (PylgClassify). Esto ocasiona que Rosetta base las mutaciones aplicadas en la

matriz BLOSUMG62 (7), lo cual explicaria por qué hubo la mayor cantidad de mutaciones
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en este CDR, al no estar limitado por las secuencias registradas. Sin embargo, esto no
termina de explicar por qué aparecieron exactamente las mismas mutaciones en multiples
secuencias. La convergencia constituye una explicacion razonable, implicando que, solo
cuando estas modificaciones se encuentran en conjunto, el programa considera que la
estabilidad del complejo aumenta. Con respecto al CDR H2, la falta de diversidad en
cuanto a secuencias puede haberse debido a que la base de datos utilizada, al momento
de ser descargada, solo contaba con 24 secuencias unicas en el cluster identificado para
este CDR (H2-10-5), lo cual limitaria sus posibles cambios. En el caso del CDR H3, el
cluster al que pertenece (H3-12-1), poseia un total de 172 secuencias Unicas. Esto podria
explicar el hecho de que en este CDR se ubica el unico aminoacido que cambi0 entre
ambos nanoanticuerpos nuevos. No obstante, la diversidad de secuencias conseguidas fue
menor a la esperada y sugeriria que una mayor cantidad de corridas del algoritmo podrian
ser beneficiosas.

La mayor variedad de secuencias obtenidas en la aproximacion por camelizaciéon de VH
de anticuerpo convencional 1gG se debio a la extension de su CDR H3 mediante Graft
Design. Esto ocasiond una pérdida inicial de afinidad en el complejo nanoanticuerpo-
RBD. A causa de esto, se ampliaron las posibilidades que el programa poseia para
posteriormente disminuir la energia durante Sequence Design.

No obstante, de los tres nanoanticuerpos seleccionados para el Sequence design en la
segunda aproximacion, uno de ellos (VH 163) no generd nuevas secuencias. Esto puede
implicar que este nanoanticuerpo se encuentra en un “pozo”’ de minimizacion de energia,
en donde RADD intenta aplicar mutaciones para mejorar la energia de interaccién con el
RBD, pero falla en encontrar una mutacion que cumpla con ese propésito. En este caso,
las posibilidades para disminuir la energia en Sequence Design, fueron muy bajas o nulas

y ocasiond que no se generaran nuevas estructuras en base al VH 163.

Verosimilitud de las estructuras finales

Uno de los principales riesgos que se considero en este trabajo es la posibilidad de que
las modificaciones aplicadas a estos nanoanticuerpos comprometan la estabilidad de las
proteinas si se desean producir in vitro. Con este objetivo, se llevo a cabo el paso de
camelizacion en la segunda aproximacion, para reducir las probabilidades de que al
producir las proteinas in vitro, estas se agreguen entre si por tener una superficie

hidrofébica adicional.
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En este trabajo se aplicd el método de camelizacion del VH, que est4 enfocado a evitar la
agregacion del VH que podria impedir el reconocimiento del antigeno (17). Otras
modificaciones que se pueden realizar a los nanoanticuerpos para mejorar su produccion
in vitro y utilizacion no fueron parte de este trabajo. Estas incluyen la adicion de etiquetas
con el fin de incrementar su produccién en microorganismos especificos (14, 17) y otras
orientadas a mejorar la especificidad y evitar respuestas inmunes en los organismos, como
las estructuras tipo fusion basadas en nanoanticuerpos (1, 2, 40) y humanizacion de
nanoanticuerpos (42).

Ademas de las evaluaciones de hidrofobicidad de la camelizacién, se aplicaron multiples
analisis a las estructuras de las nuevas secuencias propuestas. Los analisis de calidad
mediante el grafico de Ramachandran y ProSA-web y las predicciones estructurales en
base a secuencia de aminoacidos mediante SWISS MODEL y AlphaFold 2 permitieron
corroborar que los nuevos modelos tengan la conformacion estructural semejante al

nanoanticuerpo como Rosetta los modelo.

La interpretacion del score calculado

Los valores de puntaje de energia o score utilizados para indicar el nivel de estabilidad
de las estructuras generadas por RabD, asi como los puntajes de energia de interfaz o
afinidad de los nanoanticuerpos por sus antigenos, no se tratan de una medida equivalente
a las magnitudes fisicas reales que sirven para describir estas interacciones (Kcal/mol o
KJ/mol) sino que solo estiman el aumento o disminucion de la energia de manera relativa
(7, 9). Es por ello que, en este trabajo, el valor score es utilizado solo para identificar las
estructuras con la mayor o menor energia o afinidad del grupo con el cual se comparan,
ya sea para disminuir mas este puntaje (por ejemplo, utilizando los protocolos de
Sequence Design o Graft Design) o para su evaluacion a profundidad (por ejemplo,
evaluar el efecto de la camelizacion en la estabilidad del nanoanticuerpo).

Por ultimo, es importante mencionar que el score de energia se puede utilizar de forma
relativamente confiable para comparar la estabilidad entre estructuras semejantes, mas no
permite estimar por si solo la magnitud en que esta diferencia afectara a la estructura (9).
Es por ello que examinamos visualmente (utilizando programas como Prodigy y PyMOL)
aquellas estructuras que mostraron poseen una menor energia de interfaz que otras de su
propio grupo para explicar la razon de esta disminucion de energia. Este examen visual

permitid validar la adjudicacion de bajos valores de score cuando se identificé la aparicion
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de interacciones favorables (por ejemplo, un nuevo puente de hidrégeno) o la eliminacion

de interacciones desfavorables (por ejemplo, la cercania de dos residuos con carga +1)

Efecto de la camelizacion en la interfaz antigeno-anticuerpo

La alta agregacion y baja solubilidad del VH son caracteristicas poco deseables para su
produccién en comparacion con su contraparte camélida, el VHH. Esto es debido a que
el VH se encuentra asociado al VL en el anticuerpo convencional IgG vy la interfaz que
forman es de naturaleza hidrofobica. El area remanente de esta interfaz consiste en un
parche hidrofébico en el VH que es responsable de su agregacion. La introduccion de 4
mutaciones puntuales en el armazén del VH (V37F, G44E, L45R y W47G) pueden

disminuir la hidrofobicidad de este parche de forma confiable (17).

Por otro lado, el Score total del complejo RBD-VH camelizado fue mayor al del RBD-
VH sin camelizar. Esto significa que el complejo formado por el VH camelizado con el
RBD es menos estable estructuralmente que el formado por el VH sin camelizar.
Particularmente, el RBD del complejo camelizado obtuvo un Score de -531.357 REU,
respecto al Score del RBD en el complejo original, con -526.977 REU (Tabla 6). Pese a
ello, el Score de energia de interfaz del complejo camelizado (-52.574 REU) fue mayor
al del complejo con el VH original (-57.074 REU); por lo tanto, la camelizacion in silico
si afect6 a la interfaz de forma indirecta. Es posible que la estabilidad adicional que la
camelizacion le confirio al VH, ocasiond que el nanoanticuerpo sea mas estable de forma
independiente que en complejo con el RBD, segun las mediciones de energia. Del mismo
modo, la menor energia del RBD en el complejo camelizado pudo haber sido producto de
pequefias modificaciones en la orientacion de los CDRs producto de la aplicacion del

protocolo Relax posterior a la camelizacion.

Si bien se conoce que la camelizacion logra disminuir la agregacion de VHs, este método
dejo de utilizarse debido a la disminucion de la afinidad que el VH sufre por este proceso
(43) y motivé el desarrollo de técnicas de maduracion de afinidad de CDRs para
compensar dicha disminucion de afinidad como el uso de librerias de fagos y cribado.
Aun asi, la generacion de nanoanticuerpos resistentes a la agregacion es un area en

desarrollo (43). En el presente trabajo, el uso de RosettaAntibodyDesign, constituye el
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paso de maduracién de la afinidad del nanoanticuerpo camelizado, realizado in silico y

podria abrir nuevas posibilidades a la ya efectiva camelizacion de VHs.

Efecto de las restricciones al Graft Design

La instruccion para el alargamiento del CDR H3 al VH camelizado funciona como filtro
para la base de datos PylgClassify de RAbD en el protocolo de Graft Design. De este
modo, el programa solo utiliz6 como referencia a los anticuerpos que cumplan con las
especificaciones indicadas de longitud minima 14 aminoacidos y maxima de 16
aminoacidos para el CDR Ha3.

Este rango fue elegido para obtener un tamafio CDR cercano a 15 aminoacidos, respecto
a 12 aminoéacidos del VH camelizado, como un CDR H3 propio de un nanoanticuerpo
(11). Esta elongacion tuvo como propdésito incrementar el area de interaccion del VH
camelizado con el antigeno y, de este modo, incrementar su afinidad.

Mediante el programa dr_sasa, encontramos que el VH camelizado tiene un &rea de
interfaz de 669.507 A2y que solo el VH 163 logré tener un area de paratopo mayor a este,
con 710.435 A2, Ambas mediciones se encuentran en los rangos de tamafio de area del
paratopo de VHs y VHHSs respectivamente, indicadas por Mitchell. L y Colwell. L (44).
En adicidn a esto, el VH 163 tuvo el segundo mejor Score de energia de interfaz respecto
al VH camelizado, con -48.407 REU, siendo el primero el id 143, con -49.107 REU. Si
bien estos resultados nos indican que se pudo generar una estructura con CDR H3
elongado, con un area superficial incrementada respecto a la introducida como input y
con afinidad estimada in silico, no quiere decir que aplicar este paso sea efectivo en todas
las situaciones. Esto es debido a que solo se midié el area del paratopo de las estructuras
finales, mas no de todas las generadas por Graft Design. Este trabajo no busc6 mejorar
aquellas estructuras con un area superficial incrementada, sino, de las que poseian la
mejor estimacion de energia de interfaz con el RBD (Tabla 6) y diversidad de la secuencia
(Figura 12). Para evaluar el efecto de esta modificacion por si sola, seria necesario medir
el area del paratopo de todas las estructuras generadas por el Graft Design y aplicar un
test estadistico de correlacion con el tamafio del CDR H3. Asimismo, seria necesario
aplicar el protocolo de Sequence Design a las estructuras con la mejor estimacion de

energia de interfaz y mayor area del paratopo.
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Por otro lado, la restriccion de especies del instruction file a: Al (Vicugna pacos), La
(Lama glama) y Ca (Camelus dromedarius) limita aun mas las secuencias que RAbD
utiliza para el reemplazo del CDR H3 en el Graft Design a aquellos anticuerpos y
nanoanticuerpos que provengan de estas especies. A la fecha de 25/02/2021 (fecha de
descarga de la base de datos utilizada en este trabajo), existen 78 anticuerpos en la base
de datos que provienen de estas especies y tienen un CDR H3 de 14-16 aminoacidos de
longitud, los cuales, pertenecen a 17 clusters. Como referencia, la base de datos
PylgClassify posee 59 clusters de CDR H3 que pertenecen a estas especies y 190 clusters
en total sin filtros aplicados.

Si bien las restricciones solo se aplicaron en el comando para el Graft Design, estos
cambios se prolongan hasta el Sequence Design, debido a que RAbD analiza el cluster de
proveniencia del CDR a modificar para evaluar la frecuencia de aparicion de aminoacidos
segun cada posicion y aplicar mutaciones a los CDRs (7).

Por un lado, este filtro direcciona el programa para generar CDRs similares a los que se
encuentran en los anticuerpos de camélidos, lo cual puede contribuir a generar estructuras
con propiedades de nanoanticuerpos en lugar de VHs solos. Sin embargo, esto disminuye
la diversidad de secuencias disponibles que el programa puede aplicar en el VH, lo que
puede restringir al programa de generar nanoanticuerpos con mejores perfiles de energia.
En este proyecto, se pudieron generar estructuras con buenos niveles de energia de
interfaz, sin embargo, ninguna de las estructuras generadas por RAbD fueron mejores que
la energia de interfaz del VH y del VH camelizado. Es posible que la cantidad de
referencias de clUsters que el programa utilizé no hayan sido suficientes para generar un
nanoanticuerpo con mejor energia de interfaz que su estructura inicial introducida como
input. Sin embargo, debido a que las mediciones de energia no son equivalentes a datos
experimentales de afinidad, ain es necesario producir las nuevas estructuras in vitro para
obtener datos experimentales. Este método busca aumentar la tasa de descubrimiento de
nuevos nanoanticuerpos y aprovechar las herramientas disponibles in silico para su
analisis y refinamiento, de modo que puedan obtenerse secuencias rapidamente para ser

probadas experimentalmente.
Perspectivas futuras

El objetivo de este trabajo consiste es la obtencidon de nuevas estructuras de

nanoanticuerpos obtenidas in silico y evaluadas por programas de uso libre. Para su
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evaluacion experimental o su uso en diversas aplicaciones, las secuencias de amino4cidos
de estructuras aqui obtenidas pueden ser introducidas en vectores plasmidicos, expresadas
en microorganismos como Escherichia coli y purificadas en columnas de cromatografia
siguiendo la ruta convencional de produccion de nanoanticuerpos (4, 14). La capacidad
de reconocimiento de los nanoanticuerpos por sus epitopos puede ser comprobada por la
técnica de ELISA y su afinidad puede ser medida con la técnica de resonancia de
plasmones de superficie (SPR) (45), también utilizada por Xiang et al. para el
reconocimiento de nanoanticuerpos para epitopos de RBD (27). La medicion
experimental de la afinidad de las moléculas aqui disefiadas permitiria confirmar la

validez del método in silico planteado en este trabajo.

El producto de este trabajo son secuencias que, segun nuestros resultados, podrian ser
utilizadas para producir nanoanticuerpos con alta afinidad por el RBD de la proteina Spike
de SARS-CoV-2. Ademas, se contribuye con una metodologia detallada para la
generacién de nuevos nanoanticuerpos aplicando paquetes de software de acceso libre a
partir de estructuras de nanoanticuerpos o anticuerpos convencionales.

En el caso de la aproximacion por modificacion de nanoanticuerpos para aumentar su
afinidad por variantes de RBD nos resulta claro que las dos nuevas estructuras tienen el
potencial de mejorar la afinidad por la variante P.1. y resultaria beneficioso poder
corroborar estos resultados in vitro. Consideramos que seria Util ensayar nanoanticuerpos
que solo posean la mutacién A51G puesto que es la que mas contribuye al aumento de
afinidad y comprometeria menos la estabilidad de la proteina libre al solo cambiar un
aminoacido.

En el caso de la aproximacion por camelizacion de VH de anticuerpo convencional 1gG,
se pudo confirmar in silico el efecto de las mutaciones de camelizacion sobre la
disminucién de la hidrofobicidad superficial del VH. Por otro lado, el alargamiento del
CDR H3 in silico por RosettaAntibodyDesign resultd exitosa en el caso del
nanoanticuerpo VH 163, sin embargo, es necesario explorar mas este método para
aumentar la frecuencia de generacion de nanoanticuerpos con mayor area de interfaz que
la estructura inicial.

Consideramos que el mejor candidato obtenido por esta aproximacion fue el
nanoanticuerpo id 143, que tuvo la mejor energia de interfaz y mereceria ser producido

in vitro para corroborar su afinidad experimentalmente. Asimismo, también seria
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oportuno comprobar la afinidad del VH 163 debido a que aumento el area del paratopo
respecto a su estructura introducida como input, con lo cual se asemeja mas a un

nanoanticuerpo, y mantuvo una buena energia de interfaz.

9. Conclusiones

Este trabajo culmind en mdltiples estructuras, que, de acuerdo a multiples programas
bioinformaticos, pueden funcionar. Por lo cual, al ser producidos in vitro, estos deberian
plegarse correctamente y poseer una alta afinidad por sus antigenos objetivos.

En cuanto a la primera aproximacion, se trata de un metodo relativamente simple, pero es
posible, que, al ser ejecutado, no de como producto una gran cantidad de nuevas
estructuras. Mientras que, con la segunda aproximacion, se pueden disefiar una gran
variedad de nanoanticuerpos y se puede resolver el problema del parche hidrofdébico. Sin
embargo, estos no logran alcanzar tanta afinidad por el antigeno, como lo hace el
nanoanticuerpo original.

Finalmente, se considera que todos los nanoanticuerpos disefiados en este trabajo poseen
un buen respaldo bioinformatico que sugiere que pueden funcionar. No obstante, la Gnica
forma de saber si los nanoanticuerpos funcionan y, por extension, los métodos con los

que fueron generados, es mediante su ensayo in vitro.
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11.  Anexos

Anexo 1: Secuencias de estructuras generadas por Graft Design

>0001
TOQMOQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGLGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGMGAMFNNLYYWGQGTT
VTVA

>0002
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPLLKHYDYWGQGT
TVTVA

>0003
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0004
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDDSSYGQWGQGTT
VTVA

>0005
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSET
DYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0006
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPQQPQPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0007
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET

RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNAKSKTINGETRDYWGQGTTV
TVA

>0008
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDFNSNTYGHWGQGTT
VTVA

>0009
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFNSSTYGQWGQGTT
VTVA

>0010
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRDAGWSTYVPVFDSWGQGT
TVTVA

>0011
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGMDGKTYGQWGQGTT
VTVA

>0012
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPDQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0013
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTASGYG
LITSAMGWFRQMPGKEREGMGYIYPGDSE
THYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARGSDFTSKYSSLDYWGQGT
TVTVA
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>0014
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPSNDEELQFDYWGQGTTV
TVA

>0015
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGSIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARIEYGGHGGHQFDYWGQG
TTVTVA

>0016
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0017
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITNWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDGGAYGGDKGFDIWGQGT
TVTVA

>0018
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDANSYGHWGQGTT
VTVA

>0019
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAFVSYAVWYFDLWGQGTT
VTVA

>0020
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARQGHIAAKQTSSFDVWGQGT
TVTVA

>0021
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESSYGQWGQGTT
VTVA

>0022
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSDLNVGDNGYHFDLWGQG
TTVTVA

>0023
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAAGGQDFDESSYGHWGQGTT
VTVA

>0024
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0025
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDQSSYGQWGQGTT
VTVA

>0026
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAANPQRGYGQTLGWTYWGQG
TTVTVA

>0027
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLVRTTTSNYFDVWGQGTT
VTVA

>0028
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPSNDSSLQFDYWGQGTTV
TVA

>0029
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGMGAMFNNLYYWGQGTT
VTVA

>0030
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDENWGGTIVSMDVWGQGT
TVTVA

>0031
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0032
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARESYGPSGYNHGMDVWGQG
TTVTVA

>0033
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0034
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0035
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0036
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSYGHEGSGSYFDYWGQGTT
VTVA

>0037
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYKNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0038
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITTEIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGFGAWLNHLYYWGQGTT
VTVA

>0039
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITFWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNASHGPLSGPYFVTAYWGQGT
TVTVA

>0040
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0041
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGRIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVRDNGGGNRDTFDVWGQGT
TVTVA

>0042
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMSAPMIKHYDYWGQGTT
VTVA

>0043

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINEHTYGHWGQGTT
VTVA

>0044
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
THYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0045
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDGGSGSGSLFDYWGQGTTV
TVA

>0046
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0047
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYTIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDRE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAGPLLKHYDYWGQGT
TVTVA

>0048
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDNET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARHGDRHTSGDSFDYWGQGT
TVTVA

>0049
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGKNSDSNTDFQHWGQGTT
VTVA

>0050
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYDIGWFRQMPGKEREGMGRIYPGDNE
VSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARSAEQEGKDHLLDYWGQG
TTVTVA

>0051
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FISYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSTYYRGHNTFAVWGQGTT
VTVA

>0052
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGSKNQSSNTPFDAWGQGT
TVTVA
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>0053
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARTSFTSEVYNGLDLWGQGTT
VTVA

>0054
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0055
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGKGQDESTYGQWGQGTT
VTVA

>0056
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENIRSETYGQWGQGTTV
TVA

>0057
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0058
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGESQDQSTYGHWGQGTT
VTVA

>0059
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESSYGHWGQGTT
VTVA

>0060
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARERQGSSEPQNKMDYWGQG
TTVTVA

>0061
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARATYYGGSYYFDYWGQGTT
VTVA

>0062
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0063
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0064
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0065
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWVGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARNEHWGGSVVGMDVWGQ
GTTVTVA

>0066
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0067
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDSIAASSNNNIMDYWGQGT
TVTVA

>0068
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGYYYGASHHFDYWGQGT
TVTVA

>0069
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITHWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARQVHYGGQYHFDYWGQGTT
VTVA

>0070
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSVYYGGSYHFDYWGQGTT
VTVA

>0071
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGESLNGQTYGHWGQGTT
VTVA

>0072
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGWIYPGDSE
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TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLSSVAGEGNYSLDYWGQ
GTTVTVA

>0073
TOQMOQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITHDIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSSMHEGKNYLLDYWGQGT
TVTVA

>0074
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDANWGGSIVGMDVWGQGT
TVTVA

>0075
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGFDASSYGQWGQGTT
VTVA

>0076
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTRSSFRLGSNEDFDVWGQGTT
VTVA

>0077
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGTRRGLSWYFDLWGQGTT
VTVA

>0078
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGIDASSYGQWGQGTTV
TVA

>0079
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0080
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0081
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNAFVGGKDGGGGSFWGQGTT
VTVA

>0082

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0083
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0084
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITHAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGNFGSNQVNYNYWGQGT
TVTVA

>0085
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSPGAMAEENAMDVWGQGT
TVTVA

>0086
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGYYGGTISFDFWGQGTTV
TVA

>0087
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSHHGGAHPHHSMDYWGQG
TTVTVA

>0088
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0089
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDGE
THYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARSAYTGQVYHGLDLWGQG
TTVTVA

>0090
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTRDEYQGAINTFAYWGQGTTV
TVA

>0091
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSTYQGGSDTFDSWGQGTTV
TVA
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>0092
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYENPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0093
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGCIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARGAPPNGESHSGGDYWGQ
GTTVTVA

>0094
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPSNDSSLNFDYWGQGTTV
TVA

>0095
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAAYYNNEQEHFDYWGQGT
TVTVA

>0096
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYTIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSDPGGGEYYFDYWGQGTT
VTVA

>0097
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLEPGGSSTTSVNWGQGTT
VTVA

>0098
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSTYFEATQSSSFDVWGQGT
TVTVA

>0099
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMKSESYGQWGQGTT
VTVA

>0100
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0101
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIAWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAAGGQDVDGSTYGQWGQGTT
VTVA

>0102
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMRSETYGQWGQGTT
VTVA

>0103
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPDQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0104
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGDGMNSSSYGQWGQGTT
VTVA

>0105
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TKYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0106
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGDIYPGDGE
TMYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVAGPIVNHYDYWGQGT
TVTVA

>0107
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITSAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDGET
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAAWFNSDEQRFDYWGQGT
TVTVA

>0108
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGMGAMFNNLYYWGQGTT
VTVA

>0109
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGDLHEGRDGFVYWGQGT
TVTVA

>0110
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TGYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0111
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARASYHHNVSENFDYWGQGT
TVTVA

>0112
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGNDFNEQTYGHWGQGTT
VTVA

>0113
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0114
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGDIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARMQSVLGEGNYSLDYWGQ
GTTVTVA

>0115
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
THYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0116
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0117
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGGYGSLGYFDVWGQGTT
VTVA

>0118
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0119
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSGIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDSMNSGDNGHRFDLWGQG
TTVTVA

>0120
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAAWHHGSSYNFDYWGQGT
TVTVA

>0121

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPNNDRSLNFDYWGQGTT
VTVA

>0122
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYGNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0123
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0124
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0125
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGIDASSYGQWGQGTTV
TVA

>0126
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTRTHEWNGYYYFDVWGQGTT
VTVA

>0127
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0128
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGFGSQLNGLYYWGQGTTV
TVA

>0129
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITTWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPDQPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0130
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARARYQGNMTAFDSWGQGTT
VTVA
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>0131
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGFGFNSEHASAYNYWGQG
TTVTVA

>0132
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0133
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKNSNPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0134
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDDSSYGQWGQGTT
VTVA

>0135
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKHPQENGSSYFYFDVWGQGT
TVTVA

>0136
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSASGYG
FITSAIGWFRQMPGKEREGMGSIYPGDNE
VHYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCTRNLELKSVVYGMDYWGQG
TTVTVA

>0137
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFNEHTYGHWGQGTT
VTVA

>0138
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSLVNYGSWYFDVWGQGTT
VTVA

>0139
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGSANHHESKFKYDYWGQG
TTVTVA

>0140
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIAWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCARSPQQPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0141
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYKAPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0142
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITNWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCSNRSVGMEGHYHVMDYWGQ
GTTVTVA

>0143
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
SYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0144
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGFDESSYGQWGQGTT
VTVA

>0145
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSYRYRGTYYADVWGQGTT
VTVA

>0146
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARPPRLGSADEWNYWGQGTT
VTVA

>0147
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARQPSGGNKAYFAYWGQGTT
VTVA

>0148
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSNTYGHWGQGTT
VTVA

>0149
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGMGAMFNNLYYWGQGTT
VTVA

>0150
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
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TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVRDNRSDGRYAFDVWGQGT
TVTVA

>0151
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYVNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0152
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCASPPGYWGGGPESMDYWGQG
TTVTVA

>0153
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYQNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0154
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHQRGGTTFAVWGQGTT
VTVA

>0155
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGADMSDNDVSYNYWGQGT
TVTVA

>0156
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0157
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAPEGFGANAFDMAYWGQGTT
VTVA

>0158
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDNSRSLNFDYWGQGTTV
TVA

>0159
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0160

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARDDGGGYGRWLFDLWGQG
TTVTVA

>0161
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0162
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLSSVAGEGNYGLDYWGQ
GTTVTVA

>0163
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAANPSNGFGQTLGWTYWGQG
TTVTVA

>0164
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0165
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGFGSFLNKLYYWGQGTTV
TVA

>0166
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSLYGDSTHHFDYWGQGTTV
TVA

>0167
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAHYGGYGGYHFDYWGQGT
TVTVA

>0168
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0169
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARNTYRGNMDHFDSWGQGTT
VTVA
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>0170
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0171
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGRNIESETYGQWGQGTTV
TVA

>0172
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARNAQHNTKGFSMDYWGQGT
TVTVA

>0173
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAAYHNSEQEHFDYWGQGT
TVTVA

>0174
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDYNAHTYGHWGQGTT
VTVA

>0175
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYDIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TGYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0176
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTASGFGI
ITYGIGWFRQMPGKEREGMGLIYPGDGET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0177
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDASTYGHWGQGTTV
TVA

>0178
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARIGDESQTGDGFDYWGQGTT
VTVA

>0179
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAANPQGDWSTSNYDYWGQGT
TVTVA

>0180
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRDGGWSTYVPVFDSWGQGT
TVTVA

>0181
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPTQPQPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0182
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0183
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAANPQGEYATANYDYWGQGT
TVTVA

>0184
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDINSHTYGHWGQGTTV
TVA

>0185
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0186
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARTAGMIYGVVMQLESWGQG
TTVTVA

>0187
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPAVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0188
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGLIYPGDSET
AYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0189
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
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TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVAVPIVRHYDYWGQGT
TVTVA

>0190
TOQMOQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0191
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGCIYPGDGE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQG
TTVTVA

>0192
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTGSGYG
FITFWIGWFRQMPGKEREGMGIIDPADNE
VKYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARENHVEGQKNTFDIWGQGT
TVTVA

>0193
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGDIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0194
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKHYGGQEVPNGMDHWGQG
TTVTVA

>0195
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARLFYTTTDGYFDVWGQGTTV
TVA

>0196
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGKDFDESTYGQWGQGTT
VTVA

>0197
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0198
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNAVAQDWSGNSRDYWGQGTT
VTVA

>0199

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYNIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARANYGSAQPENKMDYWGQG
TTVTVA

>0200
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0201
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITTWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGVYSDYGWTFDLWGQGTT
VTVA

>0202
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCASVPQGDLAHAYFRNWGQGT
TVTVA

>0203
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPNTAHSLHFDYWGQGTT
VTVA

>0204
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSNTYGHWGQGTT
VTVA

>0205
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0206
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDNKSSLQFDYWGQGTTV
TVA

>0207
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TKYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0208
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCTRVVIEYNGYYYFDVWGQG
TTVTVA
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>0209
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGQDQNSYGQWGQGTT
VTVA

>0210
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTASGYGI
ITYTIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDGET
AYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSAPLVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0211
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGDFYQGEDGFVYWGQGT
TVTVA

>0212
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0213
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDGSTYGHWGQGTTV
TVA

>0214
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSHTYGQWGQGTT
VTVA

>0215
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPILKHYDYWGQGT
TVTVA

>0216
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNAMSTGGGNYVLDYWGQGTT
VTVA

>0217
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNATVASWNGQSRDYWGQGTT
VTVA

>0218
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAAGGQDLDANSYGHWGQGTT
VTVA

>0219
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDVDSSTYGHWGQGTT
VTVA

>0220
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPLLKHYDYWGQGT
TVTVA

>0221
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSNTYGHWGQGTT
VTVA

>0222
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARHNEDQVKGPIGFDYWGQGT
TVTVA

>0223
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCAAGPSNDSELEFDYWGQGTT
VTVA

>0224
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKNGNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0225
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0226
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0227
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDQSSYGQWGQGTT
VTVA

>0228
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSQHGPAGYHYGMDVWGQ
GTTVTVA

>0229
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPDQPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0230
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSINSQTYGQWGQGTTV
TVA

>0231
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSQQSGGEPQNKMDYWGQG
TTVTVA

>0232
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYGAPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0233
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHHGVNGWSMDYWGQG
TTVTVA

>0234
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPDNDSSLNFDYWGQGTTV
TVA

>0235
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGESLDANSYGHWGQGTT
VTVA

>0236
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPIVHHYDYWGQGTT
VTVA

>0237
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYNIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGTYFGTIGEKYDFWGQGTT
VTVA

>0238

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSPNMPQPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0239
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FIAYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCTTLGQNQSEEMKHFAYWGQ
GTTVTVA

>0240
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGFDQSSYGQWGQGTT
VTVA

>0241
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNVSAWANTLYSYDYWGQGTT
VTVA

>0242
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0243
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDFNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0244
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGCIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPILKHYDYWGQGT
TVTVA

>0245
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCQGSGTG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDGE
TGYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSAPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0246
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPDNSESLQFDYWGQGTTV
TVA

>0247
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRHGSCSYCGNLPWQYWGQG
TTVTVA
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>0248
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0249
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGIIASHYGRWGQGTTV
TVA

>0250
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0251
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSASGYG
FITFAIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARVDYEEAGGNSFDYWGQGT
TVTVA

>0252
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYTNPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0253
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGLDASSYGQWGQGTT
VTVA

>0254
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0255
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0256
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGFDESSYGQWGQGTT
VTVA

>0257
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCARSYHQGSTCYFDYWGQGTT
VTVA

>0258
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGSIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVAGPIVNHYDYWGQGT
TVTVA

>0259
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDLNAQTYGHWGQGTT
VTVA

>0260
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDTKSKLEFDYWGQGTTV
TVA

>0261
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
GYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0262
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TTYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCATGSSANFSSWSGYFYWGQG
TTVTVA

>0263
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSDPYGGENKFDYWGQGTT
VTVA

>0264
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARFNNAGNFNQFDVWGQGTT
VTVA

>0265
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSFVRGLSWHFDLWGQGTTV
TVA

>0266
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSANVHNVKNTFDIWGQGTT
VTVA

>0267
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSINSESYGQWGQGTTV
TVA

>0268
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FIGYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLGNEEKSGDKFDYWGQG
TTVTVA

>0269
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHHGVYNGWSMDYWGQG
TTVTVA

>0270
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSASGYG
LITFAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAPDGYGGDKNSMAYWGQGTT
VTVA

>0271
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGMGAMFNNLYYWGQGTT
VTVA

>0272
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNASSSALSGETRDYWGQGTTV
TVA

>0273
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYHIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0274
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRDNASGGRWYFDVWGQGTT
VTVA

>0275
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTTISFNNSEEFRHFAYWGQGTT
VTVA

>0276
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TDYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPILKHYDYWGQGT
TVTVA

>0277

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTRGEHISFIYYFAYWGQGTTVT
VA

>0278
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAEGEGGKGGKYEYDFWGQGT
TVTVA

>0279
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAASADMSDNSTTYNYWGQGT
TVTVA

>0280
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0281
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKNSNPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0282
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0283
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGVRDARSGFDYWGQGTT
VTVA

>0284
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARTHHGAYGGYHFDYWGQGT
TVTVA

>0285
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0286
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVAGPIVNHYDYWGQGT
TVTVA
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>0287
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGRNIESETYGQWGQGTTV
TVA

>0288
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0289
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDNSSSLEFDYWGQGTTV
TVA

>0290
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTGFGFGF
ITYWIGWFRQMPGKEREGMGQIYPGDGET
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAPDGNNANDKDMAYWGQGT
TVTVA

>0291
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAPHGNNSSSYTMAYWGQGTT
VTVA

>0292
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0293
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TTYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPAVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0294
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGAYYYGASHHFDYWGQGT
TVTVA

>0295
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDGNTYGHWGQGTT
VTVA

>0296
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0297
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSINSESYGQWGQGTTV
TVA

>0298
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0299
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITAWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPTQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0300
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0301
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGANMNDNSTSYNYWGQGT
TVTVA

>0302
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNGSGGLITAKYFDYWGQGTTV
TVA

>0303
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDVDSSTYGHWGQGTT
VTVA

>0304
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0305
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDSNSYGHWGQGTT
VTVA

>0306
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSVHYGGSYAFDYWGQGTT
VTVA

>0307
TOQMOQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0308
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDKSSYGHWGQGTT
VTVA

>0309
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0310
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMSAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0311
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGILASKYGRWGQGTTV
TVA

>0312
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSPTQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0313
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
SYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0314
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYGNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0315
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
TYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0316

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0317
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCQGSGYG
FITSAIGWFRQMPGKEREGMGMIYPGDRE
THYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARCGAGGDNDGGFDYWGQG
TTVTVA

>0318
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0319
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARRSYVSSEAAMDYWGQGTT
VTVA

>0320
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMDSNSYGHWGQGTT
VTVA

>0321
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0322
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAADGGSSVYDSSSWYWGQGTT
VTVA

>0323
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0324
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKHGNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0325
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDDNSYGHWGQGTT
VTVA
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>0326
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNVENHGATQYKYDYWGQGTT
VTVA

>0327
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATQGNMTEGSGQMDYWGQGT
TVTVA

>0328
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYHIGWFRQMPGKEREGMGYIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARGGGGNTNDGGFDYWGQG
TTVTVA

>0329
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGCIYPGDGE
TYYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0330
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0331
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGIIASHYGRWGQGTTV
TVA

>0332
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAPHGNNANTYSMAYWGQGTT
VTVA

>0333
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITKWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGSKNQSSNTPFDAWGQGT
TVTVA

>0334
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0335
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCARGGDGGSLYEFEYWGQGTT
VTVA

>0336
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDFNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0337
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0338
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0339
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0340
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDANSYGHWGQGTT
VTVA

>0341
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSET
SYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0342
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGYYGSTSYFDFWGQGTTV
TVA

>0343
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0344
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYDIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDGGLNYGSLFDYWGQGTT
VTVA

>0345
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0346
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPNTARSLWFDYWGQGTT
VTVA

>0347
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0348
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNATSSGGAEYTLDYWGQGTTV
TVA

>0349
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITTWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGMLSKANHNAMDYWGQ
GTTVTVA

>0350
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYVIGWFRQMPGKEREGMGWIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARKGFGSQLNGLYYWGQGT
TVTVA

>0351
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCTRSSFRLGSRSSFDVWGQGTTV
TVA

>0352
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPDQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0353
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGTYYGTIGNKYDFWGQGTT
VTVA

>0354
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITIWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARNSAFDGGDHFAVWGQGTT
VTVA

>0355

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDNET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNATGSDQTEYELDYWGQGTT
VTVA

>0356
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRHGSCSYCGNLPWQYWGQG
TTVTVA

>0357
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREGHITATNSSSFDVWGQGT
TVTVA

>0358
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSEYYYGSYKFDYWGQGTT
VTVA

>0359
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARESAHEGQDHLLDYWGQGT
TVTVA

>0360
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0361
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDGGWDYGSLFDYWGQGTT
VTVA

>0362
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGFAF
ITSSIGWFRQMPGKEREGMGY IYPGDGEV
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRADNAETVGNWFAYWGQGT
TVTVA

>0363
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSINSESYGQWGQGTTV
TVA

>0364
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDPDIDGSSSFDYWGQGTTV
TVA
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>0365
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0366
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDVDDNSYGHWGQGTT
VTVA

>0367
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPEQPHPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0368
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0369
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0370
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWVGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARTTGSIHDGSHHFDYWGQG
TTVTVA

>0371
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0372
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGDLHQGNNTFVYWGQGT
TVTVA

>0373
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDYNAHTYGHWGQGTT
VTVA

>0374
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYYIGWFRQMPGKEREGMGWIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK

ASDTAIYYCAEGEGAKNGKYEYDFWGQG
TTVTVA

>0375
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0376
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGFGSQLNKLYYWGQGTTV
TVA

>0377
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITTWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSQAAAKNSQYYFDFWGQG
TTVTVA

>0378
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITFWIGWFRQMPGKEREGMGWIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCARLGGSGSGDAMDSWGQGT
TVTVA

>0379
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPDNSHSLYFDYWGQGTTV
TVA

>0380
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYENPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0381
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
AYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAEGEGAKNGKYEYDFWGQGT
TVTVA

>0382
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
TYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADMAAPVLKHYDYWGQGTT
VTVA

>0383
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSAHSNNESSYFFDVWGQGT
TVTVA

>0384
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0385
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0386
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDSSTYGHWGQGTTV
TVA

>0387
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENIRSETYGQWGQGTTV
TVA

>0388
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAANPQNGFGQTLGWTYWGQG
TTVTVA

>0389
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARELHSGLGDYFDLWGQGTTV
TVA

>0390
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGFDSSTYGQWGQGTT
VTVA

>0391
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDIDANSYGHWGQGTT
VTVA

>0392
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCASGAGQAEPSNSMHYWGQGT
TVTVA

>0393
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0394

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0395
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCTGSGYG
FIAYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSEV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAGAGADNDGGFDYWGQGT
TVTVA

>0396
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARESEAEGLKNTFDIWGQGTT
VTVA

>0397
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEGIDASSYGQWGQGTTV
TVA

>0398
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
NYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0399
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSPNMPQPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0400
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0401
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0402
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGANMSDNDIQYNYWGQGT
TVTVA

>0403
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDNKSDLQFDYWGQGTT
VTVA
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>0404
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDVDDNSYGHWGQGTT
VTVA

>0405
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPTQPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0406
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARNDHNAIEGYSMDYWGQGT
TVTVA

>0407
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHHAIEGYSMDYWGQGT
TVTVA

>0408
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDVDDNSYGHWGQGTT
VTVA

>0409
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDDNSYGHWGQGTT
VTVA

>0410
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDLDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0411
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGRIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCAANPQRGLGQTLGWTYWGQ
GTTVTVA

>0412
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKHPDENGKSYYHFDVWGQG
TTVTVA

>0413
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCARAAPGYAGAPIFDLWGQGTT
VTVA

>0414
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGVIYPGDSE
TAYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0415
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAADSRYSGTDTWRYWGQGTT
VTVA

>0416
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCASRPCFLGVPLIDFGSWGQGTT
VTVA

>0417
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMRSETYGQWGQGTT
VTVA

>0418
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAPDQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0419
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSET
TYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0420
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSADVEGLSNTFDIWGQGTT
VTVA

>0421
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNASTOQDWAGETRDYWGQGTT
VTVA

>0422
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TKYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0423
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGDLHEGHDGFVYWGQGT
TVTVA

>0424
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARHGSGGALDYFEYWGQGTT
VTVA

>0425
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0426
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSAMHSGDSGHQFDLWGQG
TTVTVA

>0427
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPTTTHSLYFDYWGQGTTV
TVA

>0428
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSENYNGTLVGMDVWGQGT
TVTVA

>0429
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0430
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARCTYYVKDRWHFDVWGQGT
TVTVA

>0431
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGITYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0432
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0433

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNASCATINGESRDYWGQGTTV
TVA

>0434
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYSIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGTYFGTIGEKYDFWGQGTT
VTVA

>0435
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRHGSCSYCGNLPWQYWGQG
TTVTVA

>0436
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDIDESTYGHWGQGTTV
TVA

>0437
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAAPDNKSDLQFDYWGQGTT
VTVA

>0438
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAADSSYGTADTWRYWGQGTT
VTVA

>0439
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENLNEQTYGHWGQGTT
VTVA

>0440
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCNATTTDYSGNTRDYWGQGTT
VTVA

>0441
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0442
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHHGVYNGWSMDYWGQG
TTVTVA
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>0443
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARTTGSIHDGSHHFDYWGQGT
TVTVA

>0444
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSGMGAFFNQLYYWGQGTT
VTVA

>0445
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENINSETYGQWGQGTTV
TVA

>0446
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARYDNAGNYSRFDVWGQGTT
VTVA

>0447
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSTYYGGQYYFDYWGQGTT
VTVA

>0448
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYTNPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0449
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYGNPPQSNGFDYWGQGTT
VTVA

>0450
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESSYGHWGQGTT
VTVA

>0451
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYFIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARKGFGSQLNNLYYWGQGTT
VTVA

>0452
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA

SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0453
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITHWIGWFRQMPGKEREGMGEIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCAAGSGHYHTQVYQYDYWGQ
GTTVTVA

>0454
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARAAPGWAGAPIFDLWGQGTT
VTVA

>0455
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNDETYGQWGQGTT
VTVA

>0456
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDQNQSTYGQWGQGTT
VTVA

>0457
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDENSYGHWGQGTT
VTVA

>0458
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDASSYGQWGQGTT
VTVA

>0459
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIAWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDMNSNTYGHWGQGTT
VTVA

>0460
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITDWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSPDQPKPPEFDYWGQGTTV
TVA

>0461
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSINSESYGQWGQGTTV
TVA

>0462
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITEWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
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RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSSEGAGDEHDFQHWGQGTT
VTVA

>0463
TOQMOQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TNYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADMAAPLLKHYDYWGQGT
TVTVA

>0464
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITFWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARSTYQGSQHYFDYWGQGTT
VTVA

>0465
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKYEGPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0466
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDTKSELEFDYWGQGTTV
TVA

>0467
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGSHHGVYNGWSMDYWGQG
TTVTVA

>0468
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGFG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGSIYPGDGE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0469
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDFNSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0470
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARETYQGGSCTFDSWGQGTTV
TVA

>0471
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHSMNSESYGQWGQGTT
VTVA

>0472

TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYIIGWFRQMPGKEREGMGAIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSYYGTIGEKYDFWGQGTT
VTVA

>0473
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFDESTYGHWGQGTT
VTVA

>0474
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYFIGWFRQMPGKEREGMGDIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGHNNQSEVPGGSWGQGTT
VTVA

>0475
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
SYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPQVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0476
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTTVTV
A

>0477
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPNTSESLHFDYWGQGTTV
TVA

>0478
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAREPSQPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0479
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FIGYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSE
TRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCAKVANYGTKSSLDYWGQGT
TVTVA

>0480
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITCAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDREV
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARHPDAPKPPDFDYWGQGTTV
TVA

>0481
TOQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARDPDIGTRGSFDYWGQGTTV
TVA
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>0482
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0483
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGQDFNKSTYGQWGQGTT
VTVA

>0484
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA

>0485
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAGGTYQGTLGEKYDFWGQGT
TVTVA

>0486
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGEDFDGESYGHWGQGTT
VTVA

>0487
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
KYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVADVSGPTVKHYDYWGQGTT
VTVA

>0488
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPDTARELWFDYWGQGTT
VTVA

>0489
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARLESAMGEGNWSLDYWGQG
TTVTVA

>0490
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGNIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPIVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0491
TQMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET

RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGESLDGNSYGHWGQGTT
VTVA

>0492
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIAWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGHDINSHTYGHWGQGTT
VTVA

>0493
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITSWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVAHLGDTLELKNVELWGQGTT
VTVA

>0494
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAKETAPPQSNGFDYWGQGTTV
TVA

>0495
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYGIGWFRQMPGKEREGMGGIYPGDSE
TSYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLK
ASDTAIYYCVADVSGPLVKHYDYWGQGT
TVTVA

>0496
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCSGSGYG
FITYAIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
HYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCVRKGDSETTGDDFAYWGQGT
TVTVA

>0497
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGPSNDSDLNFDYWGQGTTV
TVA

>0498
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYDIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCARGGGSGSASWFDFWGQGTT
VTVA

>0499
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCATGYRTDTRIPGGSWGQGTTV
TVA

>0500
TOMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYG
FITYWIGWFRQMPGKEREGMGIIYPGDSET
RYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKA
SDTAIYYCAAGGENMNSETYGQWGQGTT
VTVA
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Anexo 2: Estimacion de la calidad de los modelos

Nanoanticuerpo Graéfico de Ramachandran Overall model quality
Z-Score: -6.63
1
\ Keray
""..‘ - MR
X 5
o
nuevol §- X
-15
A
180° 20
0 200 400 €00 800 1000
Number of residues
Z-Score: -6.35
Xeray
. R
nuevo2
400 €00 1000
Number of residues
- Z-Score: -5.69
l"x - x
.\a‘: i m‘n’
S
VH 163 L
-10
-15
Vi
180° 20
0 00 ~m::?d' mm&o 0 1000

94



Z-Score: -5.56

z
VH 197 §
A o
q Z-Score: -5.44
\ ) =
id 0001 g ¥,
,D L
L
/] ° 20
Z-Score: -5.37
id 0002
id 0003

95



T Z-Score: -5.5
\ i
\
id 0125 § s
A- 20
M Z-Score: -5.46
\\ » Xray
\“ L
id 0143 i i
1
A. -20
(, Z-Score: -5.63
\ o
\
id 0172 § -
A.
N q Z-Score: -5.54
\ .
; \
"‘ : r/\'\ ,
| 2 \, o
\po'r 1 \'v
id 0175 | \ | \\ ’ i
\ YR
\ __/,/’ v .
\ ‘/ ‘//\I
/ \( N
- 4
. @ : 100 Numalwduﬁm = e




Z-Score: -5.28

id 0204 §
A o -20
I Z-Score: -5.73
VH 204
id 0018
Z-Score: -5.77
id 0211

97



Anexo 3: Modelamiento de estructuras finales

Comparacion por IDDT entre estructuras modeladas por Rosetta (Verde) y estructuras
modeladas por AlphaFold 2 (Azul) y SWISS-MODEL (rojo).

Alineamiento

estructural y RMSD
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RMSD = 0.625
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RMSD = 0.742
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RMSD = 0.648
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RMSD = 0.637

Local IDOT Score
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RMSD = 0.621
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