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Supplementary Note 1 ‐ Further notes and references on the importance of patterns in immunity 

More examples of pattern display currently used for  immunization  includes the vaccine for Human 

Papillomavirus (HPV)48, the Hepatitis B Virus (HBV) vaccine49 and the malaria vaccine being tested in 

large  clinical  trials  (based  on  the  HBV  vaccine  structure)50.  Artificial,  rationally  designed,  protein 

nanostructures are also being proposed as potential antigen carriers  for vaccine applications.51 For 

passive therapy (i.e. with a target towards the effect of delivering neutralizing antibodies), bivalent 

binding has been found to be crucial in some instances of neutralization for example in dengue virus 
52  and H3N2  influenza  53.  Further,  the  importance of Ab  flexibility was  recently highlighted  in  the 

context  of  HIV  envelope  glycoprotein  (Env)‐specific monoclonal  antibody  (mAb), where  the  virus 

neutralizing potency of  the mAb was enhanced by artificially  increasing  the  flexibility between  the 

two IgG’s Fab arms.54,55 
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Supplementary Fig.1. Schematic illustrations of the human IgG1 subclasses and IgM. Crystallographic data are available for some isotypes 10,56–58  a. IgG1. b. 

IgG2.  c.  IgG3.  d.  IgG4.  e. Monomer  of  IgM.  Each  IgG  subclass  is  built  up  of  two  heavy  chains  and  two  light  chains  that  are  colored  blue  and  orange, 

respectively. The heavy chains and  light chains are covalently paired via disulfide bridges, and so are  the heavy chains via disulfide bridges of  the hinge 

region. The four chains pair up and can be divided onto three main parts, the constant Fc that is linked to two Fab arms via the hinge region. The Fab arms 

harbor the specificity for a cognate antigen. The number of disulfide bridges varies between the IgG subclasses.59 IgM exists in soluble form as hexamers and 

pentamers that are formed via covalent disulfide bridges between the monomers. Used in this study is a a soluble monomeric version of IgM (like the one 

found membrane bound in B cell receptors) with its two heavy chains and light chains that are colored green and orange, respectively. IgM does not contain 

a classic hinge region but instead has a short stretch of amino acids with a disulfide bridge in addition to an extra constant Fc domain.60 

Fab 

Hinge 

Fc 

a                      b                      c                        d                   
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Supplementary Fig.2. Amino acid sequence alignment of the four human IgG subclasses. The amino acid sequences of the constant heavy chains of the four 
human  IgG  subclasses  are  aligned.  In  the  current  study we  used  the  IgG1 G1m10,61  and  IgG3  (b)  allotypes. Minor  differences  exist  in  the  amino  acid 
composition of the heavy chains of the four subclasses that result in district differences in their ability to bind the complement factor C1q and Fc receptors. 
The stretch of amino acids corresponding to their hinge regions are highlighted in red. The alignment was made using the ClustalW. software.       
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Supplementary Fig.3. caDNAno33 design and Maya 3D rendering of the 18‐helix bundle (TOP graph) 
andbrick (Bottom graph). Each cylinder represents one double helix. 

   



6 
 

 
Supplementary Fig.4. Quality control of utilized structures. Transmission Electron Microscopy (TEM) 
(a),(e)  and  gel  characterization  (b),(c),(d)  and  (f)  of  the  distance  displaying  18‐helix  bundle  and 
hexagon displaying brick nanostructures. All gels are 2% agarose, pre‐stained with Ethidium Bromide  

(a)  and  (e):  Uranyl  Formate  negatively  stained  TEM  of  E  (‘Empty’  i.e.  bearing  no  sites)  control 
structures structures. Scale bars are 100 nm. The 18‐Helix Bundle is well characterized in ref (34). The 
44‐Helix Brick have been folded more than ten times and imaged with TEM for three times.  

(b) Identical gel mobility of the distance displaying 18‐helix bundle reveals no discernable difference 
between the distance cases indicating proper folding of all structures. Empty, E, structure bearing no 
protruding sites. Other lanes are the structures used for the NIP distance experiments. 

(c) Structures used for the NIP distance experiments incubated with an excess (1:2000 structure:Abs 
0‐17 nm, 1:4000 29 & 44 nm) of anti‐NIP human IgG1. Appreciable binding and resulting shift can be 
seen in the bivalent capable samples (3‐17 nm) whereas the predominantly monovalent samples (0, 
29 and 44 nm) display bare discernable shifts due to the low affinity at monovalent binding.  

(d) Using the higher affinity rabbit anti‐DIG Abs with DIG decorated structures reveals shifts also for 
the monovalent samples  (0, 29 and 44 nm) with a  larger mobility shift for the  longer distances  (29 
and 44 nm) indicating two monovalently bound Abs. Excess is 1:1000 structure:Abs 0‐17 nm, 1:2000 
29 & 44 nm. 

(f) Agarose gel of the hexagonal pattern displaying brick structures without Abs showing no 
discernable differences in folding quality. 

The gels in b‐d are repeated three times with similar results. 
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Supplementary Fig. 5 Dot plot of anti‐NIP Abs data from Fig2a. Dot plot of the binding ratio column 
plots presented in figure 2a and b.   Monovalent binding samples (0, 28, 45 nm) n = 1; bivalent 
binding samples (3, 7, 14, 16, 17 nm) n = 3 or 4, details provided in Supplementary Table 4. Each dot 
represents values from individual experiments.
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Supplementary  Fig.6.  Protruding  sites  presenting  antigens  on  the  18HB  and  brick  and  distances 
between the antigen sites. Perspective and top views shown with potential antigen carrying staples 
marked  in blue. The distances are estimated using TEM validated values  from  18 with 0.34 nm per 
base‐pair along the helical direction and 2.1 nm per helix perpendicular to the helical direction. Given 
the  flexibility  of  the  structures  and  the  2  nt  linker  that  attaches  the  antigens  in most  cases,  an 
uncertainty of at most 2 nm can be expected for all distances. This,  in combination with the spatial 
variance  found  in  earlier work  on  the  18HB36  gives  the  indicated  standard  deviations.  (See  also 
Methods.) The  indicative values of 0, 3, 7, 14, 16, 17, 29 and 44 nm are used as estimates of  the 
underlying structure. The 17 nm structure is created from the 16 nm one by rotating the protruding 
ends by two BPs (see scheme under the 16 and 17 nm structures). The 0 nm structure contains only 
one antigen site. Distances shown are design distances ± the distance error as described in methods.      
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Supplementary Fig.7. Representative SPR sensorgram showing capturing of antigen decorated and 
nanostructures to an oligonucleotide immobilized CM3 chip surface. This sensorgram is very 
reproducible (n > 200), and nanostructure immobilization sensorgrams always looks like the one as 
shown above.   

 

Supplementary Fig.8. An example of a sensorgram showing injection of serial dilutions of an Ab over 
a surface immobilized with nanostructures decorated with the cognate antigen. A single‐cycle kinetic 
program was used  and  the  resulting binding  curve was  fitted  to  the  1:1  Langmuir binding model 
supplied with BIAcore T200 evaluation software. This sensorgram is very reproducible (n > 200), and 
antibody binding curves (anti DIG and bivalent anti NIP) always look like the one as shown above.  For 
weaker  binding  curves  (Monovalent NIP  and  both monovalent  and  bivalent NP),  binding  reaches 
steady state rapidly and the binding curves look like square pulses, which corresponds to the steady 
state response, and when plotted against antibody concentration the KD can be extracted by fitting 
the plot with a 1:1 steady state binding model.  
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Supplementary Fig.9. The amino acid sequence of the heavy chain constant domains of rabbit IgG. The short stretch of amino acids corresponding to the 
hinge region is highlighted in red.      
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Supplementary  Fig.10.  The  amino  acid  sequence  of  the  constant  domains  of  heavy  chain  of  mouse  IgG1  and  IgG2a.  The  stretch  of  amino  acids 
corresponding to their hinge region are highlighted in red. The alignment was made using the ClustalW. software. 
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Supplementary  Fig.11. Control  pSPR  experimental with digoxigenin nanopatterns  and  rabbit  anti‐
digoxigenin  IgG. Grey squares  represent  the 18 helix bundle while blue dots  represent digoxigenin 
molecules. a. Control experiments were carried out with structures decorated with one, two or three 
antigens. Monovalent  samples were  labeled with  one  antigen  or multiple  antigens  separated  at 
distances  that do not allow bivalent binding. Bivalent samples consist of  two antigens at distances 
that allow bivalent binding; trimers are separated into two classes; three closely packed antigens and 
each  antigen  has  two  nearest  neighbors,  and  a  pair  of  separated  monomer  and  dimer.  The 
monovalent samples resulted in relatively weak binding affinities with binding occupancy that scales 
well with the number of antigens per structure. Bivalent samples showed significant increase in the 
binding  affinity with  a  binding  occupancy  of  roughly  one  Ab  per  structure,  indicating  successful 
formation of bivalent binding. The separated trimers and the closely packed trimers showed similar 
binding  affinity, with  values  between weak monovalent  binding  and  strong  bivalent  binding.  The 
binding occupancy resulted in roughly two Abs per structure, indicating a 1:1 mixture of monovalent 
and bivalent binding. The normalized binding capacity is calculated as follows: we first calculate the 
binding  ratio  (maximum  RU  for  Ab  binding/RU  on  immobilized  nanostructures)  and  then  we 
normalize  the monovalent  (0 nm, 18HB decorated with  a  single digoxigenin)  sample  to 1,  and  all 
other  samples  are  adjusted  accordingly.  (n=  3;  columns  represent  the  average  value;  error  bars 
represent the standard deviation; dots represent data from individual repeats)  
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Supplementary  Fig.12. Comparison between  the digoxigenin nanopatterns  in  Supplementary Fig.7 

with or without the addition of flexible linkers. The addition of flexible 21 oligonucleotide linkers to 

the  previously  tested  digoxigenin  nanopatterns  resulted  in  similar  results:  monovalent  samples 

resulted  in weak monovalent binding; bivalent samples resulted  in strong bivalent binding; antigen 

trimers resulted in a rough 1:1 mixture of monovalent and bivalent binding, which indicate that the 

binding energy can be enough  to cope with  the  flexibility of  the  target.  (Top panel: n =3; columns 

represent average value; error bars represent standard deviation. Bottom panel: n =1. Dots represent 

data from individual repeats) 
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Supplementary Fig.13. Comparison between the binding affinity of rabbit anti‐DIG IgG towards two 

DIG placed at 3.4 nm, with or without a 2 nt linker showing no significant difference between the two 

cases.   (n = 3; column represent average; error bars represent standard deviation; two tailed equal 

variance student’s t test was used and p = 0.23. Dots represent data from individual repeats) 
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Supplementary Fig.14. Comparison of  the antigen binding affinity of anti‐digoxigenin  rabbit  IgG at 

two different nanopattern immobilized levels. The results showed that different antigen nanopattern 

immobilized  levels  (red columns) did not affect binding affinity  (blue columns). The structure used 

was the 18 helix bundle decorated with one digoxigenin molecule.  (n = 1) 
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Supplementary  Fig.15.  Gel  retardation  assay  showing  quantitative  incorporation  of  NIP modified 

oligonucleotides  to  the brick nanostructure. The nanostructure  concentration  is 5 nM and human 

anti‐NIP  IgG1 was added as 10X excess  to each NIP molecule, which will  result  in a  final antibody 

concentration in the range of 100‐600 nM and at the concentration no monovalent binding will form. 

If there are defects  in the NIP  incorporation, for the 2 NIP structure we should see a mixture of no 

and one antibody, for the 4 NIP structure we should see a mixture of zero, one and two antibodies, 

and  so  forth. However,  only  single  bands were  observed,  indicating  that  there  are  no  significant 

defects in the incorporation yield of NIP modified nanostructures. (n = 1) 
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Supplementary Fig.16. Plotting of the NIP distance on the nanostructures against the derived binding 

affinity of the human anti‐NIP Abs with the variations in the distances included. (n = 3; dots represent 

average value, vertical error bars represent standard deviation; horizontal error bars represent the 

flexibility of the ssDNA linkers. For dots without vertical error bars n = 1) 
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(a)  

(b)  

Supplementary Fig.17. a. Amino acid sequence alignment of human IgG3 and hinge‐engineered variants. The amino acid sequence of the hinge region of 

the IgG3 (b) allotype is shown and compared with the three hinge‐engineered IgG3 variants, m15, HM4 and HM5.47 The IgG3 hinge is encoded by four exons 

where the first exon codes for 17 amino acids while exons 2, 3 and 4 are identical and code for 15 amino acids each. Thus, IgG3 can be described as having a 

17‐15‐15‐15 hinge region. The m15 variant only contains one of the 15 amino acid encoding exons while HM5 lacks the whole 17‐15‐15‐15 hinge region and 

also lacks a disulfide bridge between their light and heavy chains due to a cysteine to serine mutation at amino acid position 131 of the constant domain 1 

(C131S)  (not  shown).  This  allows  the  two  light  chains  to  form  an  inter‐chain  disulfide  bridge  through  their  C‐terminal  cysteine  residues. HM5  is  thus 

“hingeless”. For HM4, the native genetic hinge is replaced with a short but potentially flexible synthetic segment encoding the amino acids Ala‐Ala‐Ala‐Cys‐

Ala. The cysteine residues of the hinge are highlighted in red. b. Schematic illustrations of the human IgG3, m15, HM4 and HM5. 
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Supplementary  Fig.18.  Plotting  of  the  NIP  distance  on  the  nanostructures  against  the  binding 

affinities derived from monomeric anti‐NIP IgM (C575S) and pentameric IgM. ( n = 3; dots represent 

average values; error bars represent standard deviation. For dots without error bars n = 1). 
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Supplementary note 2. Continous Time Markov Chain (CTMC) Model  

Deriving the units of the transition rates and SPR signal in the CTMC model 

The CTMC model computes the probabilities of states connected by transition rates that have units 

of sec‐1. The following is a derivation of the relationship between measurable physical quantities and 

those of the model. 

Consider a simple monovalently configured antigen pattern where each origami can be either empty 

or occupied by a single, monovalently bound antibody. The system can be represented by the 

following chemical formula

 
ሾܤܣሿሾܵିሿ		

		௞భ		
ሱۛሮ

௞షభ
ርሲ		ሾ ஺ܵ஻ሿ 

Eq 1 

where [AB] represents the molar concentration of antibodies, [S_] is the molar concentration of 

empty nanostructures, [SAB] is the molar concentration of bound antibody‐structure complexes, and 

k1 and k‐1 are the forward and reverse rates respectively. 

We can define a total structures quantity as the sum of all species concentrations that contain 

structures, i.e. omitting free antibodies: 

  ሾܵ௧௢௧ሿ ൌ ሾܵିሿ ൅ ሾ ஺ܵ஻ሿ  Eq 2 

The above expression can be generalized for n states, where each state necessarily contains 1 

structure.

  ሾܵ௧௢௧ሿ ൌ ሾܵ଴ሿ ൅ ሾ ଵܵሿ ൅ ⋯ ሾܵ௡ሿ  Eq 3 

The probability of each species containing a structure is the fraction of that species relative to the 

total number of structures.

 
௦೔݌ ൌ

ሾ ௜ܵሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

 
Eq 4 

Thus we have

 
௦ష݌ ൌ

ሾܵିሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

 
Eq 5 

and

 
௦ಲಳ݌ ൌ

ሾ ஺ܵ஻ሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

 
Eq 6 

Together these satisfy the normalization condition that all probabilities should add to 1, representing 

all structure‐containing species, and excluding free antibodies.

 
1 ൌ

ሾܵିሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

൅
ሾ ஺ܵ஻ሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

 
Eq 7 

and the generic form:
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1 ൌ෍
ሾ ௜ܵሿ
ሾܵ௧௢௧ሿ

௡

௜ୀଵ

 
Eq 8 

From the reaction equation, we can write differential equations for each species 

 

 

  ݀ሾܤܣሿ

ݐ݀
ൌ െ݇ଵሾܤܣሿሾܵିሿ ൅ ݇ିଵሾ ஺ܵ஻ሿ 

Eq 9 

 

 

݀ሾܵିሿ

ݐ݀
ൌ െ݇ଵሾܤܣሿሾܵିሿ ൅ ݇ିଵሾ ஺ܵ஻ሿ 

Eq 10 

 

 

 

݀ሾ ஺ܵ஻ሿ

ݐ݀
ൌ ݇ଵሾܤܣሿሾܵିሿ െ ݇ିଵሾ ஺ܵ஻ሿ 

Eq 11 

 

Examining the last differential equation as an example, we can substitute concentrations for 

probability multiplied by total structures: 

  ݀ሾ ஺ܵ஻ሿ

ݐ݀
ൌ
݀
ݐ݀
൫݌௦ಲಳሾS௧௢௧ሿ൯ 

Eq 12 

By the product rule: 

  ݀ሾ ஺ܵ஻ሿ

ݐ݀
ൌ
௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ሾS௧௢௧ሿ ൅	݌௦ಲಳ
݀ሾS௧௢௧ሿ

ݐ݀
 

Eq 13 

We make the simplifying assumption that the total concentration of bound structures does not 

change throughout the duration of the experiment. Though this may not be strictly true, the loss of 

bound structures due to denaturation and unbinding is low. 

  ݀ሾܵ௧௢௧ሿ

ݐ݀
ൌ 0 

Eq 14 

Substituting into Equation 13 dropping the second term and rearranging thus yields an expression for 

the change in probability of a species : 

  ௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ൌ
1

ሾS௧௢௧ሿ
݀ሾ ஺ܵ஻ሿ

ݐ݀
 

Eq 15 

Substituting with equation 11 we have 

  ௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ൌ ሺ݇ଵሾܤܣሿሾܵିሿ െ ݇ିଵሾ ஺ܵ஻ሿሻ
1

ሾS௧௢௧ሿ
 

Eq 16 

This rate is the same as the net rate of change for a given state in the CTMC model. We can 

substitute the structure‐containing species concentrations for their respective products of probability 

with total structures. 

  ௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ൌ
݇ଵሾܤܣሿ݌௦షሾܵ௧௢௧ሿ െ ݇ିଵ݌௦ಲಳሾܵ௧௢௧ሿ

ሾS௧௢௧ሿ
 

Eq 17 

Yielding finally an expression of the rate of state change as a function of constituent probabilities 

that we can utilize as part of the CTMC model. 
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  ௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ൌ ݇ଵሾܤܣሿ݌௦ష െ ݇ିଵ݌௦ಲಳ  
Eq 18 

In order to satisfy the above equation, the units of each term on the right hand side must agree with 

that of the left T‐1 (i.e. sec‐1). The concentration of free antibodies, which has units of NV‐1 (i.e. 

molarity M).  

݇ଵ thus has units of M
‐1sec‐1 and ݇ିଵ has units sec

‐1. 

At equilibrium, the following expression holds: 

  ሾܤܣሿሾܵିሿ݇ଵ ൌ ሾS୅୆ሿ݇ିଵ  Eq 19 

We can substitute the concentrations of structure‐containing species with the product of their 

probabilities and the total number of structures. 

  ሾܤܣሿ݌௦షሾS௧௢௧ሿ݇ଵ ൌ  ௦ಲಳሾS௧௢௧ሿ݇ିଵ݌ Eq 20 

ሾS௧௢௧ሿ can be dropped from the equation yielding: 

  ሾܤܣሿ݌௦ష݇ଵ ൌ  ௦ಲಳ݇ିଵ݌ Eq 21 

The following dimensionless expression can thus be formed by rearranging the above equation, and 

we can see that the units of ݇ଵ and ݇ିଵ satisfy the dimensionlessness of the left hand side: 

  ௦ష݌
௦ಲಳ݌

ൌ
݇ିଵ

ሾܤܣሿ݇ଵ
 

Eq 22 

We can assemble analogous expressions governing the interconversion between monovalent and 

bivalent states which do not depend on the concentration of free antibodies. An instance is 

represented with the chemical equation 

 
ሾ ஺ܵ஻ሿ		

		௞మ		
ሱۛሮ

௞షమ
ርሲ		ሾ ஺ܵ஻ି௕ሿ 

Eq 23 

Where ሾ ஺ܵ஻ି௕ሿ represents the concentration of bivalently bound structure‐antibody complexes. 

For which we also have 

  ሾܵ௧௢௧ሿ ൌ ሾ ஺ܵ஻ሿ ൅ ሾ ஺ܵ஻ି௕ሿ  Eq 24 

We finally arrive at a probabilistic transition rate expression: 

  ௦ಲಳ݌݀
ݐ݀

ൌ ݇ଶ݌௦ಲಳ െ ݇ିଶ݌௦ಲಳష್  
Eq 25 

݇ଶ and ݇ିଶ both have units of sec
‐1. 

 

Conversion of SPR response signal to model‐compatible quantity. 

Earlier we defined occupancy as the number of antibodies associated with a structure as a function 

of state. A structure with four antigen sites and 1 bivalently bound antibody or a structure with one 
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antigen site and a single monovalently bound antibody both have an occupancy of 1. A structure with 

two antibodies bound, regardless of configuration has an occupancy of 2 etc. The average occupancy 

of all structures is the expected value function of occupancy or the sum of the occupancy of all states 

weighted by their probability distribution. 

 

 
ܱ ൌ෍݌௜݋௜

ே

௜ୀଵ

 
Eq 26 

 

where N is the total number of structure states, ݌௜ is the probability of a particular state, and ݋௜  is the 
occupancy or number of antibodies associated with that state. 

We can express SPR signal as a product of a conversion constant and the amount of bound antibody 

species represented by the average occupancy ܱ multiplied by the total concentration of structures.  

 
ܴ ൌ ܴ௖௢௡௩ሾܵ௧௢௧ሿܱ ൌ ܴ௖௢௡௩	ሾܵ௧௢௧ሿ෍݌௜݋௜

ே

௜ୀଵ

 
Eq 27 

Next we design a single calibration experiment for obtaining a conversion factor from SPR response 

signal to occupancy. Since in a single antigen configuration, the only contributing state to occupancy 

is  ஺ܵ஻, i.e. ܱ ൌ ௦ಲಳ݋௦ಲಳ݌  and ݋௦ಲಳ ൌ 1 the following holds true: 

  ܴ ൌ ܴ௖௢௡௩ሾ ஺ܵ஻ሿ  Eq 28 

and also 

  ܴ ൌ ܴ௖௢௡௩	݌௦ಲಳሾܵ௧௢௧ሿ  Eq 29 

For our calibration, with the single antigen configuration it is possible to perform a saturation step 

where a high concentration of free antibodies and extended saturation time are used to ensure 

maximum average occupancy – i.e. where every structure contains a monovalently bound antibody. 

We can represent such a situation with the following expression: 

  ሾ ஺ܵ஻ሿ୫ୟ୶	_௖௔௟ ൌ ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟  Eq 30 

where ሾܵ௧௢௧ሿ଴ is the total number of structures in this calibration experiment. 

A probability expression analogous to Equation 4, can be written in the saturation condition: 

 
_೎ೌ೗	௦ಲಳౣ౗౮݌

ൌ
ሾ ஺ܵ஻ሿ୫ୟ୶	_௖௔௟
ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟

ൌ 1 
Eq 31 

And conversely for probabilities to sum to 1, the following must be true: 

  _೎ೌ೗	௦షౣ౗౮݌
ൌ 0  Eq 32 

where ݌௦ష೘ೌೣషభೌ್
 is the probability of an empty structure at saturation. 

The measurable SPR response signal during saturation of the single antigen configuration is 
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ܴ୫ୟ୶	_௖௔௟ ൌ ܴ௖௢௡௩ሾ ஺ܵ஻ሿ୫ୟ୶	_௖௔௟   Eq 33 

And since we can rewrite concentrations in terms of their state probability and the total number of 

structures, we have 

  ሾ ஺ܵ஻ሿ୫ୟ୶	_௖௔௟ ൌ _೎ೌ೗	௦ಲಳౣ౗౮݌
ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟ ൌ ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟  Eq 34 

Substituting, we can then solve for the conversion factor: 

 
ܴ௖௢௡௩ ൌ

ܴ୫ୟ୶	_௖௔௟
ሾ ஺ܵ஻ሿ୫ୟ୶	_௖௔௟

ൌ
ܴ୫ୟ୶	_௖௔௟
ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟

 
Eq 35 

Applying the conversion factor to any measured SPR signal we can thus obtain the average 

occupancy. 

 
ܱ ൌ

ܴ
ܴ௖௢௡௩ሾܵ௧௢௧ሿ

ൌ
ܴ

ܴ௠௔௫ିଵ௔௕

ሾܵ௧௢௧ሿ௖௔௟
ሾܵ௧௢௧ሿ

 
Eq 36 
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Where ሾܵ௧௢௧ሿ varies from experiment to experiment and must thus be obtained independently to 

normalize each run relative to the number of structures.  

 

Breadth‐First Enumeration of States and Transitions  

Modeling the kinetics of multivalent Ab binding begins with an enumeration of the possible states 

where each state consists of the pattern of antigens and the specific arrangement of Ab bound to 

the pattern. 

We  approximate  a  single  nanostructure  and  containing ݃ antigen  sites  as  a  set  of  points  in  2 
dimensional space. 

X ൌ ሼݔ଴, ,ଵݔ …  ௚ିଵሽݔ         Eq. 37 

We are interested in knowing which pairs of antigen sites are eligible for bivalent binding by nature 

of their proximity to each other.  

The symmetric distance matrix ۲ contains the Euclidian distances ܦ௜௝	for each pair of points in ܠ. We 

can  treat the antigen sites as an undirected graph with adjacency matrix ۯ of neighboring sites by 
applying a critical distance criterion, i.e. the distance ݀௖ beyond which no significant bivalent binding 
can occur because the sites are two far to be bridged by any antibody. An element ܣ௜௝  has the value. 

௜௝ܣ ൌ ቊ
1						if	ܦ௜௝ ൏ ݀௖
0						if	ܦ௜௝ ൒ ݀௖

          Eq. 38 

Our strategy to simulate the dynamics of antibody binding on complex antigen configurations  is to 

decompose the process of binding  into elementary steps that comprise a set k ൌ ሼ݇ଵ, ݇ିଵ, ݇ଶ, ݇ିଶሽ 
of  elementary  rate  parameters  corresponding  respectively  to  monovalent  binding,  monovalent 

unbinding, monovalent to bivalent conversion, and bivalent to monovalent conversion. This enables 

us  to  simulate  the process  as  a  continuous  time Markov  chain  (CTMC) with  a  limited number of 

parameters  that are generalizable  to many different multivalent antigen  configurations. To  satisfy 

the Markov property or memorylessness of a given state, we must have access to the complete set 

of  transitions  from  every  possible  state  (i.e.  thermodynamic microstate)  to  any  existing  adjacent 

state. A given antigen  configuration has a unique  set of  states S	 ൌ 	 ሼݏ଴, ,ଵݏ …  ௡ିଵሽ each of whichݏ
corresponds  to  a  unique  permutation  of  empty  sites  and  Abs  bound  either  monovalently  or 

bivalently to the antigen configuration (e.g. Supplementary Fig. 19). For the purposes of state recall 

and monitoring of  redundancy, each  state  is assigned a unique  ID upon discovery  from which  its 

exact arrangement can be reproduced. 
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 Supplementary  Fig.  19. An  example  of  the  network  of  states  and  transitions  for  a  simple  2‐site 

configuration. A. Gray boxes indicate unique states of the system that are connected by fundamental 

processes  governed  by  transition  rates.  Cyan‐colored  circles  indicate  empty  sites,  whereas  pink 

indicate  sites with Abs  bound.  Edges  connecting  two  sites  indicate  a  bivalent  connection  to  two 

antigens whereas  single pink dots  indicate monovalently bound  antibodies. B. The  corresponding 

transition matrix  equivalent  to  the  scheme  in A where  the  vertical  axis  indicates  the  origin  of  a 

transition and the horizontal axis indicates the destination. The colors of each cell  indicate the rate 

governing a particular transition.  

The states are related to each other by transitions that we can represent as a sparse, directed graph 

with an ݊ ൈ ݊ transition matrix ܂ which has transition rate elements. 

ܴ௜,௝ ൌ ܴሺݏ, ᇱሻݏ ൌ ቊ
݇ሺ݅, ݆ሻ		if	ܣ௜௝ ൌ 1
0					if	ܣ௜௝ ൌ 0 ,         Eq 39 

where ݇ሺ݅, ݆ሻ ∈ ሼ݇ଵ, ݇ିଵ, ݇ଶ, ݇ିଶሽ and ܴ௦,௦ᇲ  is the rate of leaving state ݏ to go to state ݏ’. 

For example, the 2‐site configuration in Suppl. Fig 17A has transition rate matrix. 

܀ ൌ

ۉ

ۈ
ۇ

0 ݇ଵ ݇ଵ 0 0
݇ିଵ 0 0 ݇ଶ ݇ଵ
݇ିଵ 0 0 ݇ଶ ݇ଵ
0 ݇ିଶ ݇ିଶ 0 0
0 ݇ିଵ ݇ଵ 0 0 ی

ۋ
ۊ
.		         Eq 40 

Legal  state  transitions  occur  through  site  operations  i.e.  changes  in  the  number  of  Abs  and  the 

valence of  their binding  (mono or bi). Though many unique  states and  transitions can occur  for a 

given configuration, they occur through the limited number of elementary processes. For example in 

the 2‐site configuration represented  in Supplementary Fig. 19, transitions ܴ଴,ଵ,	ܴ଴,ଶ,	ܴଶ,ସ, and 	ܴଵ,ସ 
have the same rate ݇ଵ. 
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Supplementary  Fig.  20.    Visualization  of  the  breadth  first  search  as  the  network  of  states  and 

transitions  is  constructed  through  systematic  neighbor‐to‐neighbor  visitation  of  individual  states 

connected  by  transitions  via  the  four  fundamental  processes.  Edge  labels  indicate  forward  and 

reverse rates governing a particular transition whereas nodes indicate specific states and node labels 

indicate the number of bound antibodies  in that state.  (A‐F) Consecutive steps of the BFS.  (G) The 

final network at  the conclusion of  the BFS with dashed‐line boxes  (i) and  (ii)  indicating peripheral 

states with 0 and 3 (the maximum for this system) bound antibodies respectively.  

We  implemented a breadth‐first search  (BFS) algorithm for enumerating the states and transitions 

for an arbitrary set of antigen points. The algorithm both discovers the existence of edges between 

neighboring  states as well as  the  type of process  taking place and assigns  the corresponding  rate 

(Supplementary Fig. 20). BFS works by creating a queue of neighboring nodes upon visiting a node 

and  the  subsequently visiting each node  in  that queue, working  recursively until all nodes with a 

path to the start have been visited.  In this case, each node corresponds  to a state of the antigen‐

antibody  system,  and  a neighbor  state  is discovered  through physical  changes  to  the  system,  for 

example  by  attempting  to  add  an  Ab monovalently  to  an  empty  site  or  converting  an  existing 

bivalent Aby back to a monovalent state consisting of two sites, one empty the other a monovalent 

complex. Exploring this state space  is trivial and can be accomplished by a human for simple cases 

such as the two site example in Supplementary Fig. 20. However for complex systems, the number 

of possible states and connections between those states becomes large demanding more automated 

enumeration. The resulting transition matrix is then be used to simulate the evolution of the system 

starting from an initial condition. 

Supplementary Fig. 21. shows visual representations of the transition matrix and the complete set 

of  visual  representations  of  each  state  organized  according  to  number  of  Abs  (occupancy) 

corresponding  to  each  particular  pattern  among  the  various  partial  and  complete  hexameric 

geometries examined  in  this  study. We can  see here how  the more  interconnected  states have a 
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much larger set of possible states. Two 2‐site configurations have different separation distances, one 

within the 21 nm range of possible bivalent connectivity (bivalent close Supplementary Fig. 2b) and 

one  where  the  two  antigens  are  separated  far  enough  from  each  other  to  prohibit  bivalent 

connectivity  (Supplementary  Fig.  21c)  resulting  the  former  having  a  greater  number  of  possible 

states and transitions 5 and 12 respectively versus 4 and 8 respectively. Similar comparisons can be 

made with 3  site  configurations  such  as  the obtuse  connected  triangle  (Supplementary  Fig.  21d) 

with  12  states  and  44  transitions  versus  the  separated  equilateral  triangular  configuration 

(Supplementary Fig. 21e) with only 8 states and 24 transitions. A final comparison can be made with 

4‐site  configurations:  connected  trapezoidal  (Supplementary  Fig.  21f)  with  29  states  and  144 

transitions and  the partially separated  rectangle  (Supplementary Fig. 21g) with 25 states and 120 

transitions.  
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Supplementary  Fig.21.  Transition  matrices  and  visualizations  of  states  identified  through  the 

breadth first search algorithm for each of the configurations for the antigen hexamer. Colors indicate 

which of  the 4  fundamental processes governs a particular  transtion  from state  i  (vertical axis)  to 

state j (horizontal axis). a. monovalent configuration b. bivalent (close) configuration c. bivalent (far) 

configuration d. obtuse  triangle configuration e. equilateral triangle  (far) configuration  f.  trapezoid 

configuration g. rectangle (far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 

Due  to  the  reversibility of each of  the  fundamental processes,  topologically none of  the networks 

contain  sinks  or  sources.  Furthermore,  the  redundant  use  of  fundamental  processes  leads  to 
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symmetries,  for  example monovalent  binding  to  site  1  in  a  2‐site  configuration  is mirrored  by 

monovalent  binding  to  site  2  in  the  2‐site  configuration,  creating  a  symmetrical  branch  to  two 

degenerate states. Topology alone gives us some indications as to the relationships between states 

as well  as  an  appreciation  for  the necessity of  traversing  certain  states  in order  to  reach others. 

Visualizations of  the networks  for  the  various partial  and  complete hexameric  configurations  are 

shown in Supplementary Fig. 22. 

Even  in  complex  systems  such  as  the  complete  hexameric  configuration  exhibited  striking  visual 

symmetry due to the degenerate nature of many different states, for example there are 24 ways to 

arrange 1 monovalently bound Ab and 1 bivalently bound antibody  in the hexameric configuration 

that are all functionally and topologically isomorphic if there is equal spacing between vertices of the 

hexagon.  
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Supplementary  Fig.  22.  Visualizations  of  the  networks  of  states  and  transitions  for  each  of  the 

configurations of the antigen hexamer patterns.  Edges are bidirectional, indicating both forward and 

reverse  processes  eg.  k1  and  k‐1  or  k2  and  k‐2.  a.  monovalent  configuration  b.  bivalent  (close) 

configuration  c. bivalent  (far)  configuration d. obtuse  triangle  configuration e. equilateral  triangle 

(far)  configuration  f.  trapezoid  configuration  g.  rectangle  (far)  configuration  h.  pentagon 

configuration i. hexagon configuration. 
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Solving the Markov Chain (Deterministically) from the completed state transition matrix 

A fully mapped network of states and transitions enables us to reproduce the kinetics of binding by 

simulating the traversal of a system through the network of states from an initial condition.  

The probability vector ߨሬറሺݐሻ  is the time dependent probability distribution of the state space. 

ሻݐሬറሺߨ ൌ 	
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  Eq 41

 

A uniform distribution ߨሬറሺݐሻ for an instance of time would imply that at that instant, there is an equal 

probability  of  a  structure  to  occupy  any  of  the  possible  states.  Another  example  is  the  initial 

condition  at  the  start  of  an  SPR  experiment which  is  1  for  the  state  corresponding  to  an  empty 

structure and 0 for all other states. 

 ሻ can be computed via a generalization of the exponential distribution for a matrix of transitionݐሬറሺߨ

rates, the infinitessimal generator matrix which is related to the transition rate matrix by. 
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, 
  Eq 42

 

The transient probabilities are then equal to the following matrix exponential. 
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  Eq 43

 

which  is valid and computable, although numerical  instability has been reported  for  this case. The 

solution  is  to  use  the method  of  uniformized  discrete  time markov  chain, where  the  continuous 

chain  is  approximated  by  a  discrete  one  by  renormalizing  the matrix with  respect  to  the  fastest 

outgoing rate. 

ݍ ൒ max୧	ሼ|ܳሺ݅, ݅ሻ|ሽ    Eq 44

to form a uniformized transition matrix . 

܃ ≝ ۷ ൅
ۿ
ݍ
	 

  Eq 45

that  can be used  to  compute  the  transient probability distribution of  the next  time  step  given  a 

current distribution. The process can be used to begin with an initial condition followed by a series 

of probability estimates for each subsequent timestep after the initial condition. 

The matrix exponential then becomes. 
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ሻݐሬറሺߨ ൌ ሬറሺ0ሻߨ ⋅ ௧⋅ۿ݁ ൌ ሬറሺ0ሻߨ ⋅ ݁௤ሺ۷ି܃ሻ⋅௧ ൌ ሬറሺ0ሻߨ ⋅ ݁௤௧܃ ⋅ ݁ି௤۷௧ ൌ ሬറሺ0ሻߨ ⋅ି௤௧⋅ ݁௤௧܃   Eq 46

. 

 

A Taylor series expansion of ݁௤௧܃ yields the following which is computed iteratively in approximation 

of the infinite summation. 
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  Eq 47

 

Thus  given  a  set  of  transitions,  their  rates  which  depend  on  the  binding  kinetics  of  the 

antibody/antigen complex, and an initial condition, the complete binding and unbinding dynamics of 

a population of patterned antigens in the presence of antibodies can be simulated. 

Fitting and experimental calibration 

Simulated SPR data with signal proportional to the amount of bound material (total occupancy) can 

be produced by counting the number of Abs bound (occupancy) and summing this quantity for each 

state weighted according to the probability of those states. The SPR signal is thus an expected value 

function of occupancy for a given state probability distribution and a function of time given by. 

ܱሺݐሻ ൌ෍݌௜ሺݐሻ݋௜

ே

௜ୀଵ

 
  Eq 48

  

where  ܱሺݐሻ is the total occupancy of the system at an instance in time, analogous to the SPR signal, 

 ሻ isݐ௜ሺ݌ the  probability  of  a  particular  state  as  a  function  of  time, ݋௜  is  the  integer  value  of  the 
occupancy of  state  i which  could be  for  example  2 Abs bound,  and  the ܰ is  the  total number of 

states possible for the pattern. 

Since  the  state  probability  distribution  is  known  for  each  time  point  of  a  run,  the  expected 

distribution  of  bound  material  is  also  known.  The  values  for  the  four  rate  parameters  can  be 

estimated by minimizing the sum squared error between the simulated and experimental SPR data 

where the experimental data  is normalized  to convert SPR signal  to an ensemble measurement of 

the  number  of Abs  bound  per  structure.  This  conversion  factor  is  determined  empirically with  a 

saturation  experiment  involving  a  simple  1‐site,  monovalent  binding  scheme  at  high  antibody 

concentrations  to  produce  the  maximum  signal  achievable  corresponding  to  1  antibody  per 

structure. 
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Supplementary  Fig. 23. CTMC‐model  fits  to  the various partial  configurations of antigen hexamer 

patterns.  The  cyan  line  indicates  physical  data  from  SPR  experiments  and magenta  indicates  the 

trajectory  of  the  model  occupancy  curve.  A  single  parameterization  was  determined  for  all 

configurations, rather than best fit for  individual configurations, thus the rates are the same across 

conditions.  a.  monovalent  configuration  b.  bivalent  (close)  configuration  c.  bivalent  (far) 

configuration d. obtuse  triangle configuration e. equilateral triangle  (far) configuration  f.  trapezoid 

configuration  g.  rectangle  (far)  configuration  h.  pentagon  configuration  i.  hexagon  configuration. 

Fitting and simulation was performed once after an iterative optimization process. 
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Supplementary Fig. 24. CTMC‐model stacked probability trajectories  for every state of the various 

configurations of the antigen hexamer patterns using the fitted rate parameters. Colors are used to 

distinguish different states. State probabilities satisfy the normalization condition, summing to 1 at 

every  point.  a.  monovalent  configuration  b.  bivalent  (close)  configuration  c.  bivalent  (far) 

configuration d. obtuse  triangle configuration e. equilateral triangle  (far) configuration  f.  trapezoid 

configuration g. rectangle (far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 

The probability distribution can also be represented as a trajectory, with colors used to distinguish 

different states. This  is shown  for each of  the hexameric configurations  in Supplementary Fig. 24. 

Note the steady elimination of the empty state (indicated in blue) which initially constitutes 100% of 

the probability distribution but which quickly becomes replaced by states of varying occupancy. Note 

to the acceleration of changes in state distribution due to the increasing concentrations injected at 

each of the time points of the SPR series.  
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Supplementary  Fig.  25.  Statcked  probability  trajectories with  states  aggregated  into macrostates 

according  to  their  occupancy  value.  Thus  all  states with,  for  example,  2  Abs,  regardless  of  their 

position or monovalent/bivalent  status  are  considered  together  and  likewise  for 0, 1, 3,  etc Abs. 

Color  key  indicates  number  of  Abs  per macrostate  with  6  being  the  largest  for  the  hexameric 

patterns. a. monovalent configuration b. bivalent (close) configuration c. bivalent (far) configuration 

d. obtuse triangle configuration e. equilateral triangle (far) configuration f. trapezoid configuration g. 

rectangle (far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 

It can be instructive to classify the different states according to their occupancy. Multiple states with 

1 Ab bound for instance are considered together whether or not they are monovalently or bivalently 

bound  and  regardless  of  their  positioning  in  the  pattern.  Supplementary  Fig.  25.  shows  stacked 

probability trajectories for these aggregate macrostates.  
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Supplementary Fig. 26. CTMC‐model stacked probabilities weighted by occupancy. The probability 

of each state weighted according to its occupancy equals its contribution to the SPR signal, and the 

sum of all weighted probabilities reproduces the SPR curve. Colors distinguish the different states. a. 

monovalent configuration b. bivalent  (close) configuration c. bivalent  (far) configuration d. obtuse 

triangle configuration e. equilateral triangle (far) configuration f. trapezoid configuration g. rectangle 

(far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 

The probability distribution weighted according each state’s particular occupancy, described by Eq 

48,  is visualized as a stacked trajectory  in Supplementary Fig. 26. Here we see that the stacking of 

weighted probabilities  reproduces  the  total occupancy at each  instance  in  time,  regenerating  the 

SPR  curves  that were  fitted  to  the experimental data but with  added  stratification  indicating  the 

contributions  to  this  signal  from  each  state.  Note  in  this  case,  the  absence  of  an  empty  state 

contribution, as the occupancy  is zero  for this particular state, making  its contribution to the  total 

occupancy zero as well. 
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Supplementary Fig. 27. Stacked probabilities weighted by occupancy and aggregated according  to 

occupancy of each  state  to  form macrostates. Colors distinguish  the different macrostates with 6 

antibodies being the largest for the hexameric configuration. a. monovalent configuration b. bivalent 

(close)  configuration  c.  bivalent  (far)  configuration  d.  obtuse  triangle  configuration  e.  equilateral 

triangle  (far)  configuration  f.  trapezoid  configuration  g.  rectangle  (far)  configuration  h.  pentagon 

configuration i. hexagon configuration. 

An  occupancy‐aggregated macrostate  version  of  the weighted  stacked  probability  trajectories  is 

shown  in Supplementary Fig. 27. Here we can appreciate the dominance or  lack thereof of certain 

macrostates which  are,  in  cases where  bivalent  binding  is  strongly  favored, much  less  than  the 

maximum  possible  occupancy  –  for  example  in  the  case  of  the  complete  hexagon  which  is 

dominated by an occupancy of 3 despite having a maximum possible occupancy of 6 Abs. 

At  the endpoint of  these  runs,  the distribution of  states  is not uniform, and  in  fact  certain  states 

dominate due  to a combination of network  topology and  transition  rate‐dependent conduction of 

flow  through  the  network  of  states.  Of  particular  interest  is  the  steady  state  behavior  of  these 

distributions, and we estimate  this  through  simulation out  to 10000  seconds  for a given  solution 

phase Ab concentration and empty structure  initial condition. The histogram of state probabilities 

organized  according  to  rank  of  each  state  for  a  low  0.025  nM  concentration  is  shown  in 

Supplementary  Fig.  28  and  for  a  high  0.5  nM  concentration  in  Supplementary  Fig.27.  The  top 

ranking states for the different conditions is instructive, and we can see that, for example in the case 

of  the  pentameric  configuration  (Supplementary  Fig.  28h  and  29h)  ,  different  top‐ranked  states 

emerge  depending  on  the  concentration.  In  contrast,  the  complete  hexameric  configuration 

(Supplementary Fig. 28i and S29i) yields the same top 2 ranked states in both cases. 
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Supplementary Fig. 28. Histograms of the state probability distributions according to rank. Horizontal axis indicates state rank with visual depiction of the 

state. Distributions represent estimates of  the steady state distribution after 10000 seconds equilibration  in  the presence of 0.025 nM concentration of 

solution phase Abs. a. monovalent configuration b. bivalent (close) configuration c. bivalent (far) configuration d. obtuse triangle configuration e. equilateral 

triangle (far) configuration f. trapezoid configuration g. rectangle (far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 
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Supplementary Fig. 29. Histograms of the state probability distributions according to rank. Horizontal axis indicates state rank with visual depiction of the 

state. Distributions  represent  estimates of  the  steady  state distribution  after 10000  seconds  equilibration  in  the presence of 0.5 nM  concentration of 

solution phase Abs. a. monovalent configuration b. bivalent (close) configuration c. bivalent (far) configuration d. obtuse triangle configuration e. equilateral 

triangle (far) configuration f. trapezoid configuration g. rectangle (far) configuration h. pentagon configuration i. hexagon configuration. 



41 
 

Supplementary Note 3   

Incorporation of rate dependence on distance and dealing with arbitrary separation distances. 

We  performed  fitting  experiments  to  bivalent  configurations  (2  antigens)  for multiple  separation 

distances of the digoxygenin antigens with IgG Ab as well as NIP antigens and IgG Abs. We make the 

simplifying assumption that monovalent on‐rate (k1), monovalent off‐rate (k‐1), and the bivalent to 

monovalent conversion  (k‐2) are unaffected by  separation distance and  fixed  these values  to  their 

optima  that had been determined  in  the hexameric  fitting experiments. Two parameter  fits were 

performed  with  variable  monovalent  to  bivalent  conversion  rate  (k2)  as  well  as  variable 

normalization  constant  (the  conversion  factor  relating  SPR  signal  to  a  number  of Abs  bound  per 

structure) and observed the distance dependence curve shown in Supplementary Fig. 30 a.  

The distance dependence curve was used as a piecewise function to determine what percent of the 

maximum k2 value should be used to govern the rates connecting states related by a monovalent to 

bivalent  conversion  event. Depending  on  the  distance  between  the  separated  antigens,  the  rate 

should  be  less  than  or  equal  to  the maximum  value which  corresponds  to  the  ideal  separation 

distance.  This region was experimentally confirmed to occupy a band between 6.8 and 17 nm, and 

distances   outside of this range exhibit quickly attenuating conversion rates.  We could thus model 

the dynamics of a complex set of arbitrarily positioned antigens shown in Supplementary Fig. 30 b‐e.  

This  procedure was  unnecessary  for  the  hexameric  configurations  as  all  bivalent  distances were 

either an ideal 15 nm separation or outside the range that antibodies were experimentally observed 

to  reach.  The  analysis  of  the  arbitrary  configuration  interestingly  shows  how  concentration 

dependent  pattern  preferences  can  emerge.  We  performed  steady  state  analysis  at  multiple 

concentrations and tracked the probability of specific states that changed relative to one another as 

different concentrations were used  (Supplementary Fig. 30 f). 

A  summary  of  the  simulation  data  obtained  for  the  arbitrary  configuration  at  near‐steady  state 

(10000 seconds) for low 0.025 nM and high 0.5 nM concentrations is shown in Supplementary Fig. 

31.  In  the ranking of states by probability  (Supplementary Fig. 26 a and  f) we can see how states 

with the same occupancy  can be favored or unfavored according to their separation distances, with 

states  that  include  a  bivalent  connection  between  the  upper‐most  pair  of  antigens  being  highly 

unfavored. 
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Supplementary  Fig.  30.  Summary  of  experimental  calibration  and  implementation  of  distance  dependence  in  the multivalent  Ab  binding model.  A. 

Experimental best‐fit results of k2 to produce a distance dependence function where each point is indicative of the k2value for a particular SPR experiment, 

the horizontal  axis  indicating  the  separation distance of  the  antigens  in  that experiment,  and  the  vertical  axis  indicating  the  fraction of  the maximum 

k2value. B. The configuration for a set of arbitrarily chosen antigens whose edges span the complete range of too‐close, just‐right, and too‐far regimes of 

the distance dependence curve from A. C. Visualization of the network of states and transitions for the arbitrary configuration. D. The set of all states for 

the  arbitrary  configuration with  a  threshold distance of  less  than 21 nm  required  to  form  a bivalent  connection.  E. Transition matrix  for  the  arbitrary 

configuration. F. Phase diagram of the estimated steady state probability of selected states (depicted visually) as a function of the solution phase antibody 

concentration. Note that this model does not take into account possible steric hindrance effects between monovalently bound Abs that could occur at close 

separation distances. 



43 
 

 

Supplementary Fig. 31. Summary of steady state analysis results  for  the arbitrary configuration at  low 0.025 nM solution phase antibody concentration 

(top) and high 0.5 nM concentration (bottom). A,F Histograms of ranked state probabilities. B, G Stacked weighted probability trajectories. C, H Stacked 

unweighted probability trajectories. D, I Stacked weighted occupancy macro state trajectories. E, J Stacked unweighted occupancy macro state trajectories. 
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Supplementary Note 4: Rationalization of our choice of antigen–antibody pairs. 

Human anti‐NIP IgGs: Most medically relevant antibodies to study, but they cannot be reliably 

applied to study complex binding patterns in Fig. 4 since their monovalent binding affinity to NIP is 

weak and reaches steady state rapidly.62 This means that kinetic information cannot be extracted 

from binding curves. 

Rabbit  anti‐DIG  IgGs:  Less  medically  relevant  but  its  monovalent  binding  to  DIG  still  exhibits 
exponential  binding  behavior,  therefore,  kinetic  information  can  be  extracted  from  the  binding 
curves62, allowing us to calibrate our markov chain model.   



Supplementary Table 1 ‐ Staple Sequences
Brick structure staples
Edge1 AAAAGCCAACAGACAGCAAATGAAAA Core76 AACCAGTAAACTGCGTGTTGAGCGACCAGGAGAACCTCAGGC

Edge2 AAAAGGCGCAGACAGAAACACCAAAA Core77 TATTTATCTTTAGGTATCAGATGAAGACAAATCCCCATTCTG

Edge3 AAAATTTGACCATGGTTGTACCAAAA Core78 CAATGTGTTCCATGAAGGTTTGAGTCTGAGCAAAAACATTGC

Edge4 AAAAAAAAACATTACAAAGGCTAAAA Core79 GAGATGGGATTCATCAGTTGATACATAACGCCAAAAGCGTCC

Edge5 AAAATGTAAATGCCAGTATAAAAAAA Core80 TAGTTAACACCGGAATCATAATAATTTAGGCAGAGTAAACAA

Edge6 AAAAAGAACGAGTGAATACCACAAAA Core81 CTAAATTAAGGCGTTAAATAACGAGCCAGTAATAAATTCTGT

Edge7 AAAATTTGCCCGAAATAAAGAAAAAA Core82 ATTACCGAATACCTACATTTTTTTAATGCGCGAACCGAACGA

Edge8 AAAACATTTTTTACCGCTTCTGAAAA Core83 TCATTACTTCTGCGGCAGTTAGAGTAAGCGTATTGGAGCAGC

Edge9 AAAAATTCAACTAGTCATAAATAAAA Core84 GGGTTGGGCACTGGTGACCTGGGAAAGCAACGAAGACAGCAA

Edge10 AAAAATTGCGTAGTTTGAATTAAAAA Core85 GCCAGAGACGACATAGATTGGACAAATACGAGAAACATAACA

Edge11 AAAAAAAAATCTAATTAAATCCAAAA Core86 TTACCCATACCTTATGCGATTTAATAAAACGAACTACTATCA

Edge12 GATTTAGAGTAAATCCTGACGGGTCAATTACTTAGCCGGAACGAAAAA Core87 TGTGTGAGGAGATGATAAATGTAAACCCAATATTATGACTGA

Edge13 AAAACAGCATCAGAAATAGAAGATCAGTAAACAGAGAGGTTCAAAA Core88 TTTTAACATATATGACAAAATTGAATATTATCAAATGAGTAA

Edge14 AAAATCCAACAGGTAGATTTAGAAAA Core89 GATTAAGTCCTTGAAGAGGCGTGAATACCAAGTTACAATCAA

Edge15 AAAAGAAGTGAGCGAAATTAACTGAGGATATTGCGAAAA Core90 GGCATTCTGGGTTCAGGATGCAGACTCCTGTTATCAGACGGA

Edge16 AAAATAACGTCAAAAATGAAAATGCGCTAAAGCCCAAGAAACCG Core91 CTGTCGTACATTAATTGCGTTATTCGTAATCATGGGAGTCAC

Edge17 AAAACAGCAAGCGGTCCACGCTGGGACTCCAACGTCAAAGGGAAAA Core92 TTTTTTCCAACTAAAGGAATTTACCGTAACACTGAGCCCAAT

Edge18 GTTAGCGCAGAACCGCCACCCTATAAGTATAGCCCAAACAGT Core93 CCTACCAACAGTAACAGTACCCAAACATCAAGAAATGAGTGA

Edge19 AAAACGCCGCTACAGGGCGCCCCGCCGCGCTTAAGGTAAAA Core94 CATTTCAATTTTCCCTTAGAAACGCTGAGAAGAGTTTCTGAC

Edge20 AAAAGCCAACGCTAGAAAAATAAAAA Core95 AGCTGAATCTGTAGTGTCAGAAGGAGAGTGAGATCTATTACG

Edge21 AAAAGAGGGAAGGTAAATATATTCAACCGATTGAGGAAAA Core96 TTTTGTTTTGCCTGGAGATCTATGACCCCTAAATCTAGATAC

Edge22 AAAAACCAGAACCACCACCACACCCTCAGAGCCGCCAAAA Core97 TGCTGAGAATGGAAAGCGCAGAATCCTCATTAAAGAATCAAA

Edge23 GAGCCAGGATAGAATAAAAGGCTTTGATCAAATTAACCGTTGTAAAAA Core98 CCATAAAGGGTAATGAGCAACAACGGAATGTGAATAATCAAC

Edge24 AAAAAGGAGGTTTAGTACCGGTGTATCACCGTACTCAAAA Core99 ATCAGCTTTTCTGTATGGGATCCTCATA

Edge25 AAAATTTCCAGACGTTAGTACTAAAGTTTTGTCGTCAAAA Core100 AAAGAGGGTAACAAAGCTGCTTCAACTT

Edge26 AAAAACAGCTTGATACCGATGAGGTGAATTTCTTAAAAAA Core101 GCCATTAAAAATACTGATAGCTCATGGA

Edge27 AAAAATCAGTAGCGACAGAACGATAGCAGCACCGTAAAAA Core102 ATTAAATGGAACGCCATCAAAACTCCAGCCAGCTTAAAGCGC

Edge28 AAAAACGGAATACCCAAAAGAGGAAACGCAATAATAAAAA Core103 ATAAAGCCAATAACACAGTTGAATTGCTAATTCGACAGTTCAACTGGAT

Edge29 AAAACACAAGAATTGAGTTATATCAGAGAGATAACCAAAA Core104 ATTAGCATATCACCGTCACCGAAAATTCATATGGTGCAGTAT

Edge30 AAAAATATCCCATGTATTCTAAGAAAAAAA Core105 GTGTAGGTAAAGGCTTATTAGGAACCAGACAAATATCTCTGATTAAGAG

Edge31 AAAAGTGCCGGAAACATCATTGATTAAAAA Core106 AGGTCAAGCATCAATGATGACTGCTGATGTGCAGAGTATAGACAAAATT

Edge32 TTCATGAGGAAGTTTCAAAAAAAAAACATTAAACG Core107 CATGACGGAAAGAAACTCAACCTAAACTGAAGAGTGCATCGCGGTTTTG

Edge33 AAAAACTTGCCCTCTCTGGATCCCCGGGAAAA Core108 AACTGGCGGGCGACTGACGGAAAACCATTCAAGTTGAGCCACGAGCCGC

Edge34 AAAACGCGAGGCGTTTCGATTTTTTGTTAAAA Core109 CTTTTGCGTAGCTATTTTTGAAGAGTCTGGAGCAAAATTCGC

Edge35 AAAAATCTTACTGTTTTCCATGCAGACAAAAA Core110 AGAAAAATCTACGTTTAAGAACTGGCTCATTATACCAGTCGATTTCAAG

Edge36 AAAACGCTTTCCAGTCCTGAGAGAGTTGAAAA Core111 AACTGTTTGCGTATCGCCGCCTGAACCAGTTGTCGGACTTGTGGCAATG

Edge37 AAAATCACGAAGGTGTGGTGGAAACGATAAAA Core112 AATCAAAACCAGCAATACATCCAGAGCAGCAAGTTAAAAATGTAACCAA

Edge38 AAAATACCGAGCTCGAGCGCTCACTGCCAAAA Core113 AGATGATCACTTCCTCATAGCCTAACTCGCCAGCTATTGCCCCCAGCAG

Edge39 AAAAGCATATGATGTCGGGTTGAGTATTAAAA Core114 CATTCGCGGGATTACGCAACACAGCAATGCCAGGAGGATCTGACTGCGT

Edge40 AAAACTAACAGTAGGGTTCTTGTTGTTCAAAA Core115 GTGCGGGTATTATTATATCTGCCACTCAGAAGACGCCTGGTCATTTGAC

Edge41 AAAAGCCATCCTGGGAAGGTGAGTATCTAAAA Core116 ACAGATGTCGCCTGATAAATTTAAAGGGGGAACAATCCTGTTACGGGCA

Edge42 ATTAAAGGCGAGAAAGGAAGGCCAGCGAGCGGGAT Core117 GAACTTAATTACAGATGAAAGATGGCAGACCAGGCTCCGGCAACCAATA

Edge43 AAAAGCCTTGAGTAACAGTGTTTTAACGGGGTCAGTAAAA Core118 ATTACCTAACGGATTTGGATTGGAGCGGAGAGCCGCAACAGTGCAGAAG

Edge44 AAAAATCAGGTCAAAATCAGCTAAAA Core119 GACCTGCTAAAGCAAGAACGTGTTTGCCTTCACCGCCTGGCCGGGAAAC

Edge45 AAAAATTCATTGAGAAGCAAACAAAA Core120 AGCAAGACAGAGGGTAATTGAAGCAGCCATCCAAATAAGAAATAGCGAA

Edge46 AAAACGAAAAACCGTCTATCACGTCCATGTCATAAGG Core121 CTAAAACAGCGGTCGCACGTACACCGAGGAGTAGAAGAACTCTACATTG

Edge47 AAAACCTTTTTTAATAACTATAAAAAA Core122 TAGTAATAACATCACACACGACCAGTAACCCTTCTGACCTGACAGTGCC

Edge48 AAAAGCAATACTTGACATTCTGAAAAA Core123 GCGAAAAGAGTCCACTATTAACTAAATCGGAACCCGTGTCGAAACTTTG

Core1 AGTTGCTGTAGGAATCATTACCTTTCCTAGCTAAT Core124 CCTATCTCGGATGGATCGAACAAGACCGACCGTGTGATAAATTAATGGT

Core2 GAATCGATCCGATAGATGAACTTGTTGTCCAGTGC Core125 GTCTGTCGGTTGCTTTGACGAACGCTGCGCGTAACACGAAGGCACCAAC

Core3 GGAGATTAGCTTGAGGTTGAGAAATCGGGTTTTTC Core126 CTCAGCACTCATCTTTGACCCGAAGAAATAAACAGGTACGCCGAACAAT

Core4 CGGGAGCGCGAAAGGAGCGGGTAAAACAGCGAAAG Core127 TTTTCACCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGAAAAACGCCCTAAAA

Core5 AGAGAATACAAAGTAACAATGGCCGAACTTATTAC Core128 GCACGTAGGTTTAACGTCAGATAATTACATTTAACCAGTACATAAATCACTCCGGC

Core6 CGCCAGCACGACGGGAGTGTGGCTTACCAACGCTA Core129 ACCCTCAGGGAAGGACGACAGCTGTAGCTAAATTGAATCGTA

Core7 GAAGCGGAAACGCCGCTTGAATCCGTGAAAGCACT Core130 CTTTCCTGCGCTGGCAAGTGTGAAAGAGAGGGTAGCAACGGCGCCCACGCATAACC

Core8 GATTTAGTGTATCAAACGGTGTACAGACATATTCA Core131 GATGAAGTCCGGTGTCTTGTCCTTTACATAAACATCGTACTCAAACATCTGACGCT

Core9 CAAGCTTCCTCTTCATCTGCCATTAAATGTGAGCG Core132 AAGGAGTTTATAAATGAGTAAATCGCGCAAACATAGCGAATTTCGCGTCGTCTTCA

Core10 AGCATTAACATCCAATAAATCAAAAGGTGGCATCA Core133 GGGTTATATGGAAAAATTTCAATTTTCAAAACAGAACGTTATAACTCGTAAGCATC

Core11 CCTTATAAATCAATTTTAGACAGGAACGGAGGCCG Core134 TGAGTTAATAAGTCTAATGATGGCAATTCATCAATTCCTGATAGCACTAGAAGGTT

Core12 ACGAGCGTCTTTCCACCCAGCTACAATTCAAGCCG Core135 TGCTTTCAGTTGCGAGACTTTTACGTAATGCCACTCACCACAGTACTATCATCACG

Core13 TTTTAAATATGCAAGAGCTTAAAGATTATTTACCC Core136 ACAACGCGTTTCAGAAGGCTCCAAAAGGAGCCTTTAACAACTTTCAACACTGTAGC

Core14 TTTGCTAAATTGTAAACCATCTACAGAGGCTTTGA Core137 GATATATCGGAACGGCAAAAGAATACACCGCTAGGCGTTAGATGTTTTTCGGCCTT

Core15 GAACCGATGAATAAGGCTTGCTGGGCTT Core138 TTTTTATCGGGTATACGACAAGCATTTTGAATAAATTTCATCCAATAGTTTAATTA

Core16 TAATCATCAACATTATTACAGACGAGGC Core139 ACGCTGAACCTTGCTGAACCTACAAACAATTCGACTAATTTTAAAAGTTATTATTT

Core17 CAAAAAACGGAGTGAGAATAGCACCAGT Core140 CATTAAACGCCAAAGACAAAAATGATTAAGACTCCAAAGTTACCAGAAGTAATAAG

Core18 GAAAGTAATTTACCGTTCCAGCTTGATA Core141 AATACTGTCAAATGCTTTAAAGCTTCAAAGCGAACTAGAGAGTACCTTTATTCCCA

Core19 GAGATAGCGGGGAAAGCCGGCAAACAAAATAGGCT Core142 CATGTCATATAAGCAAATATTCAGCTTTCATCAACAGTTTGAGGGGACGGCGATCG

Core20 TAAGCGTTTATTCTGGCGGATCCACCAC Core143 CTTAAATAAAATAAAAACAGGGAAGCGCATTAGGGAATTTGCCAGTTACCAAGATT

Core21 CCCTGCCGGGTTGATCAGAACAGACAGC Core144 CTGTTTAATATTTAACAACGCGCAGAACGCGCCTGCAATAATCGGCTGTCGCGCCC

Core22 ACAGCATTCGGTCGCTGAGGCTTGCAGG Core145 CGAGCTGATACAGGCAAGGCATAAAAATTTTTAGATGATATTCAACCGTAAACTAG

Core23 AGTAATCTTGACAAGAACCGGCAGGCGCGTACAAC Core146 CAGTTCACATTCAGAGATCGCAATAATTTTGTTAAACAAGAGGGAGAGGGGGAGAA

Core24 CGTCACCGAGTTAAAGGCCGCATAATAA Core147 CCTCCCGAGAAGGCTTATCCGCCTAATTCTGAACACAACAGTTTCTTACTGATGCA

Core25 ATCACCGCGTTTGCCATCTTTTCGTAGT Core148 CAACATGTTACTAGTTTCAAACATAGGTTGCTTCTGATGAAA

Core26 ACCCTCATGCCTTTAGCGTCAAAACGTCACCAATGAATTATT Core149 GTTAGCAAAAGTAAGCAGATAAAATAGCAATAGCTACTGAAC

Core27 GGTTGATGCCCCAAAAACAGGAAGATTGATCATATGTACCCC Core150 GCGTTTTCCTTTTGATAAGAGTTTCATTCCATATACTGTTTAGCTATATAGCAAAATTAAGCAGCCTTTA

Core28 ACCACGGCAACATATAAAAGAAAGAAAAAATCACGCAAAGAC Core151 TAATAAGCCCGTATGGAATAGCCACCCTTAACGATAATGAAT

Core29 GGTTCCGTGTTGTTCCAGTTTAGCCCCC Core152 GTCGAGATATTTCGGAACCTACATACATGGCTTTTGAGGCAG

Core30 TAATGCCCAGGAGTGTACTGGCGCCAGCATTGACAAACCGCC Core153 ATTCTGCATTTCGCAAATGGTCTCAGAGCATAAAGTGTAATA

Core31 GTCACAAAAAATACATACATAGGCGGATTGCCCTTTTTAAGA Core154 CGGATTGCATCAAAATTGCTGAATATAA

Core32 ATTCCACCGCCACCCTCAGAGAAGTGCC Core155 AGGAACCAAGGATTAGGATTAGCTGAGACTCCTCAAGCAAAG

Core33 GGACTAACCGACAATGACAACTCGGTTT Core156 TCTAGCTGCAAGGAAAGAATTTTTCATTCTGGAAGGTCATTTAGACTTC

Core34 CCGTGGGTCACGTTGGTGTAGATGGGCGACCCGTCGGATTCT Core157 GTCAGACCCTCAGAGCCGCCAGCGCGTTTTCATCGCATTACC

Core35 GCGGGGTATAGCAAGTTTCGTAAAGGAAACGTTGAAAATCTC Core158 TTTTACATGGAAGGGGAACAAATTTGAGATATCTGAGGCGGT

Core36 AGACAATGATTATTAAACTATATAATCAGTGAGGCTAACGTG Biacore staple1 CGAATAATCAGTCACCGAACAGCTGGCATTAATGAATCGGCCTAATGAGTGAGTGTTTCC

Core37 ATTAGTCGACGCTCATATCCAAGAATCCTGAGAAGATCAGAG Biacore staple2 CGAATAATCAGTCACCGAATAACCTCTGAGAGACTACCTACGCGAGAAAACTTAAAAAGC

Core38 CGTAATGATTAAGTTGACGGGAGAATTAATCTTACCGAAGAC Biacore staple3 CGAATAATCAGTCACCGAGATTGTGTTTTCCATGAATTGGTATCGAGAACAAGTTATCCT

Core39 AATTGAGACAATAGATAAGTCTACGAGC Biacore staple4 CGAATAATCAGTCACCGAACCAGAAATACTTCTGAATAATCGGGAGAAACAATGAGCAAA

Core40 TGTGCTGTCCCAGTCACGACGTTGTAAATGGCGAAAGGGGGA Biacore staple5 CGAATAATCAGTCACCGATACCGTGTATAGAGTCGGCATGCGTTATCAATGTTACCGTTT

Core41 ATTCTACTAATAATCCTAGCTCAACATG Biacore staple6 CGAATAATCAGTCACCGACAGCGATTAAAAGATAACGCTATCGACA

Core42 GAATTCAAAAGGGTGAGAAAGGCCGGAGAATGCCTGAGTAAT Biacore staple7 CGAATAATCAGTCACCGAATGTAGACAGATATACTTGCGTATCCCATTTACAG

Core43 TAATATTCGCGTCTGGCCTTCTATCGGCCTCAGGAGCTGCGC Biacore staple8 CGAATAATCAGTCACCGAGCTGGTAAATCGTCTGAAATGATTTTTGAATGGCTATAAAAC

Core44 TAAATGCACAGTCAAATCACCATCAATAACCCTCATATATTT DIG_1 DIG_AAATAGTAAAGTAAAATGTTTAGGAAAACGAGAATGAAAATATC

Core45 AACGTAGTCAATAGACTTGAGCCATTTGGGAATTATTATTTT DIG_2 DIG_AAACAAACTCCTCATTTTCAGGGTTTGCTCAGTACCAGAAACAT

Core46 CACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCATCCGCT DIG_3 DIG_AAGGCTGACCTTCATTTTATACCAAGCGCGGAACGTGGGAAAGAATAGCCC

Core47 CCAGCCATTGCAACAGGGCGCCAGGGTGCAAAATC DIG_4 DIG_AAATCACCAGTAGCACGCATTTTCCGCCTCGATTGGC

Core48 AGGGTTTCAAGGCGGGATAGGAACAAACAAGGTGGAATAAGT DIG_5 DIG_AAAGTAACACATCGTAACCGTGCGCTATTA

Core49 TGACTATTATAGTCAGAAGAGCAAAATAGCGAGAGGCTTTTG DIG_6 DIG_AATTTCAACGATAAATTAATGCCAATCGATGAACGGTTAAACGT

Core50 ATCTAAAATTATCTGAACTCGCCACACAACATATC

Core51 AGGAATTGTAGAAATTTAATTCATTCAGACTGACCAATCCGC

Core52 GAACGAGTCAGGATCAGACCGATCCCCCCGGAATCATGCAGA

Core53 AGACTTTCAAATATCCTGCAAAAGCGTACACCAGTCTTGCCTTAAAAGA

Core54 TTACCAGGGTGAATAGGCCGGGACTGTACCCTCAGGGAGGTTGATGATA

Core55 CAAAAGACGTTTACCAGACGACGATAAAAACCATGGCAGGACGTTGGGA

Core56 ACCCTGAAACATAAACAGCCATATTATTGGAGGTTTTGAAGCAATAGCA

Core57 CATGTTCTATCATTCCAAGAATTTCATCATTTTGCAGAGCCTTAACGCC

Core58 CCAGACGTAAACCAAGTACCGCACTCAATAAAGTAGAGAATATAAAGTA

Core59 GTGAGTATGCTGGATGAACGGACTGGGGGTTCAGGCCAGGCTCGCATTC

Core60 AGCAAATAACCAATTTTATCAAATCGCCGTATCATACAAAGA

Core61 AGAAGATGTAAATCGTCGCTAGAATTTATCAAAATTATATTT

Core62 GCAGACCCTGGAACTTACGAAGGTGTGACAAAAGGCACCATC

Core63 TTGAAATACCCGTTAGTAACTTGTGAAAATGCTGATAGCTTA

Core64 CACAATTCTACGGCGGGTTTTATCCTCGCACTCGCGGGGATT

Core65 TAACCCTAGTTTTGCCAGAGGTCAAAAATCAGGTCAGAGGAA

Core66 ACCACCATGAAAGGAATTGAGACAACTAATAGATTAATTATC

Core67 AGAGGTGGTCAGTTGGCAAATTCAATAGATAATACAGAAACC

Core68 AGGAGAATGTACAAAACATATATTATCACGAGTACTTATGTA

Core69 GTTTTATAATTGTTCTGGGGTGCCAACGCAGTGAGTGATGGT

Core70 ATCATATATAATCCTGATTGTTCGCCTGATTGCTTAATTATT

Core71 TCAATCAGATTTAGAAGTATTCATTATCATTTTGCGTTAGAA

Core72 GCAGATTAGAATACGTGGCACCAGTATTAACACCGCAAACCC

Core73 TTAGGTTAATCCAATCGCAAGATGCGTTATACAAAAGGGCTT

Core74 GCCCGAATTGCGGATGGCTTACTAAAGTACGGTGTTGGGGCG

Core75 TTCACAAAGCCACCACCGGAACGGTCATAGCCCCCCAGCAAA



18 Helix Bundle Staples
1-19_5_prime_no_site ATGCGCAAGAGTCTGGAGCAATAATGCC Core CCCTCGTCAGTGAAGCAGCGAAAGACAGTAAATGA

2-19_5_prime_no_site GGAGAAGAAACTAGCATGTCAAATCACC Core CGTTGAGAATTGAGGCTTGGGCTTGAGATGGCAGATACTTGA

3-19_5_prime_no_site GTCACGAAAAGCCCCAAAAACTAGGTAA Core CAAAAGGAGTAAATTGCAGGGAGTTAAACAGTTTC

4-19_5_prime_no_site TGCTGCATTGTAAACGTTAATTAGAACC Core CAGTTTTTCAGACAACATACCTTATGCGATTGATTCATTAGA

5-19_5_prime_no_site GCGGGCCGTTAAATCAGCTCATTGCGGG Core GATTTAGTGTGAATACCATCGCCCACGCTTGCGAA

6-19_5_prime_no_site TTCGCCAAATAATTCGCGTCTCTAAATC Core ATCACCTTGAGTGTTGTTCCAAAATAACTGAATTC

7-19_5_prime_no_site TTCCGGCATTAAATGTGAGCGAAGAATT Core AACGGAACAGTCAGTTAAACAGCTTGATAGGCTCC

8-19_5_prime_no_site GACGACAAACAAACGGCGGATTAGTAGT Core TTGCGGAACCTGTCGTGCCAGTTCGTAAGCCAGCT

1-21_5_prime_no_site GGAGAGGAAAAAGATTAAGAGTAAATCA Core CCGAACGGGAGAGGCGGTTTGTACCTCGAGCGCCA

2-21_5_prime_no_site ATCAATATTTAATTCGAGCTTCCCCTCA Core AGACTTTTTCACCAGTGAGACTGGTGTAGATCGGT

3-21_5_prime_no_site AGATTCACAACAGGTCAGGATAGCGTCC Core AGAGCCGTGGCCCTGAGAGAGGCATTTCGGGGATG

4-21_5_prime_no_site CTCATATATAAGAGGTCATTTAGTTTTG Core GTTATCTCCCAGCAGGCGAAACTCGTCGTTTCCCA

5-21_5_prime_no_site AGAAGCCAATATAATGCTGTAACGACGA Core AATACGACAAAATAAGAAACGATTCGGAATAATCTTTTTAAT

6-21_5_prime_no_site GGTTGTAAGTACGGTGTCTGGAGGCATA Core TTGAGCCATTGAGGGAGGGAACCGGTATTTTTTAT

7-21_5_prime_no_site AGCAAAACCAATTCTGCGAACACATTCA Core CTCAGAATATAGCCCGGAATACACCGAC

8-21_5_prime_no_site AGCATTAATTTCGCAAATGGTATTACAG Core CACTTATACCTGTTACTTAGCCGGATGACCAGAAGCCCGATA

1-23_5_prime_no_site AAAATCATGCTCCAAAGCGCGAAACAAACGCCACC Core ACCATTAATGGTTTACCAGCGCTTGCGGGTATTAA

2-23_5_prime_no_site AATGCTTCATAAGGAATACACTAAAACATTTCAGG Core GATAGCACAGTACCAGGCGGACAGTAGC

3-23_5_prime_no_site AATACTGAACGGTGTGCCACTACGAAGGACTGAGT Core CAAGCAAAAGGAACCGAACTGACCTTGAATCCAAAGCGACAG

4-23_5_prime_no_site CCAGAGGAAGAGTATTTTTCATGAGGAATCCACAG Core CCATGTATAGGATTAGCGGGGCAAGGCCGGAAACGCACAATC

5-23_5_prime_no_site TAAAAACAACGTAAACGAGGGTAGCAACTGTCGTC Core TTCGTCAGAGACTCCTCAAGATGAAACC

6-23_5_prime_no_site GTAAGAGACGAGAATTTGCGGGATCGTCATTTTGC Core TACTACGTAATACAGACCAGGCGCACTGGATTAGAGAGTAAT

7-23_5_prime_no_site ACTAATGTTTAATTATATATTCGGTCGCAGAAAGG Core AACGCCTACATGAAAGTATTACGTAATCAGTAGCGATAAAAG

8-23_5_prime_no_site GTAGAAATTAAGAAGTTGCGCCGACAATCGTTGAA Core ACAGCCCTTCGGAACCTATTACAAGTTT

A-caps AAAACCGCCAGCCATTGCAACAG Core AGTTAAAGACATCTTGACAAGAACCAAAAGATTGCGGAAAAT

A-caps AAAATGCGCCGCTACAGGGCCACCCGCCGCGCTTAAAAAA Core ACGATCTCAGTTAATGCCCCCACTGTAGCGCGTTTTGTTAGC

A-caps ATTATTTACATTGGCAGATAAAA Core TTTCCAGGAGTAACAGTGCCCCATTTTC

A-caps AAAATGGGCGCATCGTGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAAA Core TAGCATCGGACAAAGCTGCTCATTTTACCAGGCTCAACAATA

A-caps AAAAAGGTTGAGGCAGGTCACGCCAGCATTGACAGGAAAA Core ATTTTCTTTTTAACGGGGTCATATTAGCGTTTGCCCCCAAAA

A-caps AAAAATCAATATAATCCTGACAGATGATGGCAATCCTAATG Core TAAACAACAGGAGTGTACTGGCATAATC

A-caps AAAACCACAAGAATTGAGTTATATCAGAGAGATAACAAAA Core CAAGGCCGCTACACCAGAACGAGTAATTACGAAGTTTCCATA

A-caps AAAAAGCCGGCGAACGTGGCAGAGCTTGACGGGGAAAAAA Core AGCGGAGCATACATGGCTTTTCAGAGCCACCACCGGTTACCA

A-caps AAAATGGCACAGACAATATTTTTGAAT Core AACAACTATTTACCGTTCCAGCTCCCTC

A-caps AAAAACCAGCAGAAGATAAAACA Core GAAATAACCGTCAACTTTAATCATGAATACCGAGTAGACAAG

A-caps AATATCCAGAACAATATTAAAAA Core TAATAATAATGGAAAGCGCAGCAGAACCGCCACCCCCGAAGC

A-caps GAGGTGATCGCCATTAAAAATACCGAACGAACCAAAA Core AATGTAGGAATATAGAAGGCTTATGGTAAATTCACCGTGGTG

A-caps AAAAGCAATACTTCTTTGATTAG Core AAAACCGATACTGGCTCATTATACCAACATTCAATAACCTAC

A-caps AAAAAAAGCCAACGCTCAACAAATTCTTACCAGTATAAAA Core AAAAGGAGGCCTTGATATTCACAGAACCACCACCAATAATAA

A-caps AAAAAGCTTGCTTTCGAGGTATTGTATCGGTTTATCAAAA Core CTGGTCAGCAAAATCCCTTATACTCTATTTTCTCA

A-caps AAAATCACCAGTCACACTGAAAGCGTAAGAATACGAAAA Core AAACGTACTAATTTACAATAGATAAGTCGATGCAAATCCAATCGCA

A-caps ACGCAAATTAACCGTTGTAAAAA Core AAACGCATATCCTGAATTTACGAGCATGACCTCCGGCTTAGGTTGG

A-caps ATTGCCTTTAGAATTTCGACGTTGGGAAGAAAAATCAAAA Core TTAACCGCACAGCGAACCTCCCGACCAAAGAAAATCACTAAG

A-caps AAAACAGGAACGGTACGCCATTAAAGGGATTTTAGAAAAA Core CGCCAACTAATTACTAGAAAAAAGGGTTAGAACCTAACCACC

A-caps AAAACACTACGTGAACCATCTATCAGGGCGATGGCCAAAA Core TAAGAGATGTGATAAATAAGGCAGAAATAAAGAAATTTTAAA

A-caps AAAATACGTTAATAAATTTCATTTGGGGAAAA Core CCAGACGTTCATCTTCTGACCATGAATATACAGTAATTCGAC

A-caps AAAAAAGCCTGGGGTGTCAAAA Core AATCATATTATTTATCCCATGATTGCCCCCTGTGCCTTACGT

A-caps AAAACGCGAGCTGAAACGTTGGTGTAGAAAAA Core TCAATGTAATTAGACGGGAGAATTTATCTTATCAGAGCAAGC

0-19_3_prime_nosite AGTATTAGGCGAAAAACCGTCACCCAAAGGAGCCC Core CCGATATAAACAGCCTTTACAGAGGAACAAAGAACCGCTAAG

1-19_3_prime_nosite AGCAAATACAAGAGTCCACTACCTTATGAGTGTCC Core GAACTGGCAATCCATAAACAACATGTTCTTCAAATATATTTTAGTT

2-19_3_prime_nosite TATCAAAAAGAATAGCCCGAGATTTACGGGATGTT Core GCGCCTGCAAAGAACGCGAGATAACGGATTCGCCTATAATAC

3-19_3_prime_nosite AGTTGAATTGATGGTGGTTCCGGCCCTGAAACGAC Core TAATATCATATAACTATATGTCGCGCAGAGGCGAACTTTAGG

4-19_3_prime_nosite AGCACTAAAGCGGTCCACGCTAGGGGCCTAAGTTG Core ATCGATACACGGAATAAGTTTTTTTGCACAATCAA

5-19_3_prime_nosite ATTTGAGAGCTGATTGCCCTTTCCGAACTATTACG Core GCCTTTACATACATAAAGGTGTAACGAGAGAAAAA

6-19_3_prime_nosite AACTCGTGGCGCCAGGGTGGTCTTAAGCTGCGCAA Core GGTCATAAAGACTCCTTATTAAAACAGCGCAGAAC

7-19_3_prime_nosite AGTTTGAAATGAATCGGCCAATCCCCGGCTGGTGC Core AAAATCAAAACGCAATAATAATTTTGTTATTCTGT

8-19_3_prime_nosite AGAAGGATGCCCGCTTTCCAGGTTTCCTCCTCAGG Core AGAGCCGGTAAGCAGATAGCCAGAATAACCAGTAA

0-21_3_prime_nosite CCGATTTGAGAAAGGAAGGGAGCGCGTA Core CTCAGAGGAAATAGCAATAGCAACTGAATTAACAA

1-21_3_prime_nosite TTAGTGCAGGCTATCAGGTCATTTTTGA Core AGATTTATCAGCCAGTTACAAAATCGCAGTATCATCGGGTAT

2-21_3_prime_nosite CTTCTAAAATCGATGAACGGTCAACCGT Core GTTCCATCCTAATCTTACCAACGCGCAACATACAGAATTTCT

3-21_3_prime_nosite GGCCAGTGTACCCCGGTTGATGAGAAAG Core GCGACATGCGTTTTTCATCGAGAACAAGACATAGCGATAGCTTAGA

4-21_3_prime_nosite GGTAACGTTGTATAAGCAAATATGCAAT Core AATAGAATTAAATCTCCTTATCATTCCAGTGAATTTATCAAAATCA

5-21_3_prime_nosite CCAGCTGTAAAATTCGCATTACAACGCA Core ACACGTCTTTCCAGAGCGAAAATAGCGTCAGTGCCTATTCAT

6-21_3_prime_nosite CTGTTGGACCAATAGGAACGCCATTATG Core TAGCTGTCTTAAGATTAGTTGCTAATTTTGTTCACCAAGAAG

7-21_3_prime_nosite CGGAAACCTGTAGCCAGCTTTATAAAGC Core GAAGGAAAAAATAGGTACCGACAAAAGGAATGGTTTGAAATACCGA

8-21_3_prime_nosite AAGATCGACCCGTCGGATTCTATAAATC Core CCTTTTTAGCGCATTTAGGCAGAGGCATTAAGAATAAACACCGGAA

1-23_3_prime_nosite GAGATCTAGAAGCAAAGCGGAACCCTGA Core GAGCAAGTCAGAGGCTTAATTGAGAATCTTAGTATCATATGCGTTA

2-23_3_prime_nosite TCTAGCTGAAAGACTTCAAATTTCAGAA Core TAATCGGGTCTGAGAGACTACAAGATGATGAAACAAATCAAC

3-23_3_prime_nosite GCCGGAGAACCAGACCGGAAGGTCATAA Core ACCAAGTAGACGCTGAGAAGATTAACAATTTCATTCCTCAAA

4-23_3_prime_nosite GCCTGAGTACCTTTAATTGCTAGTAAAA Core TTTCATCTTTCCCTTAGAATCCATAAATCAATATAAGCCAGC

5-23_3_prime_nosite AGGATAATGGCTTAGAGCTTAGCGAGAG AS_HB_BIAsites1 CGAATAATCAGTCACCGAAAAACGCGAGTCAACCGATTTGGGATATAAGCCGC

6-23_3_prime_nosite ACCCTGTATGTTTTAAATATGATCATAA AS_HB_BIAsites2 CGAATAATCAGTCACCGAAAATGAAGCCAATTCATCCATTAGTTTTGCTAGCC

7-23_3_prime_nosite CTCAGAGATTCCATATAACAGATAACGC AS_HB_BIAsites3 CGAATAATCAGTCACCGAAAAACAATTTAAGACACGCAGCACAGAGGCTCCAG

8-23_3_prime_nosite ATACAGGTTTAGTTTGACCATCAGTTGA AS_HB_BIAsites4 CGAATAATCAGTCACCGAAAAAAAAATGACCGAGGCCGGAACGATGATACTTT

inner_edges ACCACCAGCGTACTATGGTTGAAACAGGAGGCCGAGAATCCT AS_HB_BIAsites5 CGAATAATCAGTCACCGAAAAACAGGGAAAGAAAACCACCCTTCTCTGAAAAG

inner_edges AGTGAGCCATACGAAACCGTGCATCTGCAATGGGA AS_HB_BIAsites6 CGAATAATCAGTCACCGAAAAAACAAAGAAACAATCCGCCACCAAACAAAAAA

inner_edges AAGACACCGCCTAACTGGCGCGGTAAGCCAACAGAGAT AS_D2_Antigen  Antigen_AAATGCGCAAGAGTCTGGAGCAATAATGCC

inner_edges TCAATTAAAGACGCTGAGTGTGAGTGAATAACCTTGCTTCTG AS_E2_Antigen  Antigen_GGAGAGGAAAAAGATTAAGAGTAAATCA

inner_edges GGTTAATAACGTCCATCGAGAAGTGTTTTTAGGGAGCTCTTT AS_F2_Antigen  Antigen_AAAAAATCATGCTCCAAAGCGCGAAACAAACGCCACC

inner_edges GAAATACCTACACAGGGAACTCAAACTATCGGCCTGCTCATG AS_D3_Antigen  Antigen_AAGGAGAAGAAACTAGCATGTCAAATCACC

inner_edges GAAATTAAATCAGATCATTACCGCGCCCAAATCGTCGCTATTAATT AS_D4_Antigen  Antigen_AAGTCACGAAAAGCCCCAAAAACTAGGTAA

inner_edges TTCTGTAGCAAGCATTTTTTGACGCTCAATCGTCTAGGGACA AS_F5_Antigen  Antigen_AACCAGAGGAAGAGTATTTTTCATGAGGAATCCACAG

inner_edges AGAACCCTATTAGTCTTTAATATAGCCCTAAAACAGGCGGTC AS_D4_2bpRout_Antigen  Antigen_AACACGAAAAGCCCCAAAAACTAGGTAA

inner_edges GGCTTCTGACCGACCAGTAATAAAGAAATGGGAAAAACTGCT AS_F5_2bpRout_Antigen  Antigen_AATGCCAGAGGAAGAGTATTTTTCATGAGGAATCCACAG

inner_edges TACAGTAGGGGTAATTGAGCGCTAAAGCCCAGAGCCGCGACG

inner_edges CAACAGTGCCAACGTGGACTCCAACGTCGAGGTGCCGAATTG

inner_edges TCGGAACGAAAGGAGCGGGCGCTAGGAATGTAAAGCACTAAA

inner_edges TAGGTCAAGGTGGCATCAATTCTGTTTAGCTATATACGAACT

inner_edges GTAGCGGGAGCACGTATAACGTGCTTTCACGCGCTGGCAAGT

inner_edges GACTCACGCTAGAAAGCCCTAAAGTCAAGTTTTTTGGGGTCA

inner_edges CTATTATATTGTGTGGAGATTTGTATCATAGTACC

inner_edges GCCTGAGTAGAATTTCCCACCGAGTAAAAGAGTCTATCACTT

inner_edges GCCACCCCACCGTACTCAGGATTAAAGGTGAATTAATTGACG

inner_edges TCAGAGCTAATCAGTGAGGGCCTGATAAAGTCCTCGTTAGAA

Core GAAACAAAGAACCATATCAAAATTATTTGCATATCATT

Core ATTGTAACATCGTAAAACGTTAAATTTC

Core CGGTTATTAATTGCGTAGATTTTCAGGTTTACCTTTGC

Core TTGATTAAATACGTCAGTAAATTTTAAA

Core CACGCGGAATATAATGGAGCCTGTGCCA

Core GCCTCAATAGGATTGCTTTGAATACCAAGTTATAGATT

Core TCATGATTATTTGTTTGGATTATACTTCTGATATCATC

Core GTGAGGAAGACCAGGGTGTGGGCACGAATATGGTT

Core AGCACAACTAACAAAATAAATGCTCTGA

Core CTTACAAACAACAGTACCTTTTACATCGGGAAAGTATT

Core TTTATTTTGTGCGAAAGACATAAATCATTTCCACC

Core TGCAAAATATTTATTCATTTCAATTACCTGAGAGGAAG

Core AATACAAGAGGTGGTTGCCCGCTTCTAATCTATAG

Core CTTTTTTTTAGAAGGGCATGAGTAAACAGGGTTTT

Core TGTAGGAATTGCAAAAGCTTTTTATAGA

Core AACGATTTAGGAAACAAAAACTTTAGCT

Core AAGGGCCTTCCAGGCAAATAAAGACGGAGGACGCG

Core TCGGTTGGCAAACATCAAGAAAACAAAATTATCAATAT

Core TCAATCATATGCCAAGCGATACCGACAGTGCGAAA

Core GCAAGTAACACACTCCATCATGGTCATAGCTTCGG

Core CAACCCTCAAATTACATGTCAATAAGAA

Core GGTTGCTGAATGAATTACCTTTTTTAATGGACTAAAGC

Core TAATGACCGTCAGTTTGACAATTCCACACAATAAC

Core GGAGAAAAATAACAGTACTTGAAACAAG

Core GCCACCACGTCGAGAGGGTTGAATTAGAGCCAGCACAAAAGG

Core AATCTCCATAAATCCTCATTACACCACC

Core ATCGTAGCTATTGCCTGCGACTTAACAATGTCCCGCCAGTTT

Core CGTTGATATTAATCGTACCAGGGTCTCGCCCTGGAGTGAAAT

Core CTCAAAGGGTAATCAGACGTTGTACCATCTGTAAGCAAATCC

Core TTGATTTTAAATTTAAAAGGCGATTTGAATCGGCTGACTTGC

Core CTGTTTATTTAATTTTTTCTTCGCTCTGACCTCCTGGTGGGC

Core TAACCAAAAACATCAAATTCAGGCTACGTGGTGCTTGTCGTA

Core TTCTTAAGCACATCAACACCGCTTGTACCGAGCTCGAACTGC

Core TACACATCCACCGTGGGGTATCGGGTGTGAAATTGTTACGCT

Core TATTCAGAACGTACAACCGAAATCCGCGACCGGTCTTTTTGC

Core ATATTCCCATTAATTGCGTTGTCCGCTCAGGGGAC

Core TGCCCCTCATCTCATCTCGCAGACGGTCAATTAAACAGATCG

Core AACGAGAAACGAGGTTGACCCCCAGCGACCTCAGA

Core GATCCGTAACCACCAACAAAGAGGACAGATGCGGAATCCAAA

Core ATATTCAAACTTTGCTAAAACGAAAGAGTAGGAAC

Core GAAGTAGCATGTTTCCAGGCTGACCTTCATCGGGTAATCCTT

Core TGTTTAGATAGGCTTTAAACGGGTAAAAAAACTAC

Core AAAAAAGTTTGGCTACATCATTACCCAAATCCAAAATAATTG

Core AAAAAAGTTTGGCTACATCATTACCCAAATCCAAAATAATTG

Core AAGGTATGGGACCCTCATAAGGCTTGCCCTGCAACACTCAAC
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Supplementary Table 2. Binding kinetic data for digoxigenin nanopatterns. (n = 3, the average value 
of KD and their corresponding standard deviation is presented) 
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Supplementary Table 3. One‐way ANOVA analysis of monovalent binding samples. (n = 3) 
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Supplementary Table 4. Binding kinetic data  for NIP nanopatterns using human  IgG and  IgM and 
IgG3  hinge  engineered  variants.  The  nanostructures  are  described  in  Supplementary  Fig.  5.  The 
monovalent binding samples (Mono; 28 nm; 45 nm) are weak binding interactions. This means that 
antibody  binding  to  the  antigen  coated  SPR  surface  reaches  instant  equilibrium,  and  kinetic  rate 
constants  cannot  be  accurately  extracted  from  the  binding  curves,  therefore  only  the  binding 
constant (KD) is presented. (n = 3 for all bivalent binding samples besides: IgG1 7 nm, IgG2 3 and 7 
nm,  IgG4 7, 14 and 16,  IgM Mono 14, 16 and 17 nm which have 4  repeats; n = 1  for monovalent 
binding samples (Mono, 28 nm and 45 nm)) 
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Supplementary Table 5. Raw data for the brick digoxigenin hexagon nanopatterns binding to rabbit 
anti‐ digoxigenin IgG1. (n = 3) 

 

Sample  ka 
(1/Ms) 

Stdev  kd 
(1/s) 

Stdev  KD (M)  Stdev  Chi2  Stdev 

JR1  1.39E+0
7 

683910.325
5 

6.54E
‐04 

7.12736E‐
05 

4.73E‐11  7.67E‐12  2.43E‐
02 

0.00925
7 

JR2_Close  1.82E+0
7 

1630163.59
1 

1.02E
‐04 

2.73818E‐
06 

5.60E‐12  5.25E‐13  2.31E‐
02 

0.01167
9 

JR2_Far  9.45E+0
6 

871458.738
7 

6.08E
‐04 

6.17846E‐
06 

6.48E‐11  6.3E‐12  2.97E‐
02 

0.00706
2 

JR3_Close  1.31E+0
7 

999549.898
7 

2.63E
‐04 

7.78717E‐
06 

2.01E‐11  9.06E‐13  3.17E‐
02 

0.00311
9 

JR3_Far  9.17E+0
6 

731990.664
8 

5.06E
‐04 

3.26037E‐
06 

5.55E‐11  3.93E‐12  4.11E‐
02 

0.00020
8 

JR4_Close  1.85E+0
7 

291433.239
9 

8.57E
‐05 

5.92276E‐
06 

4.62E‐12  2.78E‐13  2.64E‐
02 

0.01034
1 

JR4_Far  1.62E+0
7 

525388.745  6.60E
‐05 

1.50609E‐
06 

4.08E‐12  2.15E‐13  2.51E‐
02 

0.00896 

JR5  1.38E+0
7 

327159.492
2 

1.58E
‐04 

7.76745E‐
07 

1.14E‐11  3.07E‐13  2.74E‐
02 

0.00499
7 

JR6  1.58E+0
7 

361708.906
9 

9.36E
‐05 

1.55104E‐
06 

5.93E‐12  2.25E‐13  3.38E‐
02 

0.00445
1 

 

 

 


