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Figure S1. 3D-DNA-NC folding map. Scaffold is depicted in blue, core staple strands in green, poly-thymine
passivated strands in pink and connector overhangs in red (8 connectors), orange (16 connectors) and yellow (24
connectors).

Table S1. Sequences of core staples. Names denote both the function of the staple strand and its position according

to the line numbers in Figure S1: [function- 5° position — 3’ position].

Name Core staples 5’23’

core-2-42 GTG CGG AGT GTG TCA TAC AAA AGG TCA GAG GC
core-69-73 CCC ATA GCT GGA AGC ATG CTA ACT CAC ATT AGG GA
core-61-60 ATT CTC CGA GAA CGC CAT CAA AAAT

core-29-69 TAT TTT AAT AAA TTA CCT TGT GAA AAG GTC GAC TC
core-65-21 GGA AAC CAG GCG ATC GCA TCC



core-26-66
core-77-37

core-20-65
core-58-19
core-31-69
core-69-24
core-42-39
core-5-38

core-42-6

core-54-52
core-76-71
core-21-16
core-61-23
core-37-1

core-56-17
core-60-55
core-46-11
core-32-1

core-1-32

core-2-38

core-17-57
core-73-72
core-30-75
core-52-10
core-70-26

core-15-13
core-71-26
core-4-44

core-63-67
core-49-45
core-1-79

core-78-36
core-66-64
core-25-65

GTT CTG CTC AAC GAC GGA GGG GGA TGT GCT GTC GG

TGA AAT CAA AAG AAT AGG AAC AAG ATT CAT TAA ACG AGC AAA GCG
AAG
TAC GGT AAG AAA AGT AAC GAC AAC TCG TAG AGC GA

ATT TAA ACT CAT TTT GCC ACT ATC TTT GAC CCC CAG C

CCC TAC ATT CAT CAT CAG CGT TGG GAA CTG GCC ATG GTC CGG GTA C
TAG ATT GTA AAT TCA GTGAGA ACCG

GAT GTC TGG AAA TGC TGA AGA GGT

CAG AAG TAA GCA CTG GTACTA A

ATA TAA CTT TCG CAC ATA GTT TCT GTA TGG TCA GAG CCA CCATTG G
AGC ATC AAC CGT TAT TCA TTA AAG GGG GAA TTA AT

GGT TCT TTT CGC GTA TTT CCA GTC ATT GCG TCA AC

GCG AAG TAC AAA ACA CTC ACG AAG GTC ATG AGC GA

TTC CCC GAG GAG CCG AAC AAT AGCTTA AG

GCT TCA ATC AAT AACTCATCGTT

ATT TAG ATT TGT TTA CCT ATA AAA G

GTC AAA TCA GTT GTA AAA GAA AAG ATC GTA ACATTG CC
GTA GTA GCA ATA AAA ATA ATT TAT CG

GAT ATA GCG TGA GAA GGG AAT AGG

AAT GCT GAG ACT CCT CAA CCA GGC TTA TCC GGT GA

TAA ACA CCG TAC TCA GGG GAT AGC AAG CGA ACC AA

AAA CGG GCA AGG CGA AAG ACA GCAACA GGAAGATT

AGT CTT TAA CCA GCA GAA GAT GG

ACC CGT TTA CCA TCA AGA TTA GTT GCG TCT TTC CAG AGC CT
CAA TCG TCG CTA TTA ATT ATA GCT TCG ACA GAC GT

CAG CAA ATG ATG GAA AAC AGA GGT GAG GCG GTT GAG AGC AAATAG
CGA A
CAT AAA GAA GAT TAC ATT TAA CAA GTA CAT AAG AG

ATA CGA GCC GTT TCC TGT ATG CGA GGC TTG AGA TG

CTT TAA ATC CTC ATT AAG GCA GGT GTA GGG CTA TGC GT

TTA CTT TAC ACA TTT GAT AGG AGC TGA

CAT AGG TCT GGG GTT ATG AAA ACT TGA CCT AAT AA

CCC GAT TAG GAT TAG CGG AAT GTT TCA TAA ATA GTC CACTATT
GCT CAT GGA AAG GGC GAC AAG CAA AGC CGT TGT AC

TGC TGT ACA GTA AGG GAA CCG AAC GTC GAA ACT CC

CGA GTC ATC AAG AGT AAT GCA TAG GGT TGG GAC ATT CGC



core-67-73

core-18-62
core-14-54
core-49-46
core-33-4
core-6-42
core-34-78
core-60-24
core-19-58
core-38-2

core-20-15
core-44-9
core-45-40
core-23-28
core-5-40
core-24-69

core-36-40
core-64-69
core-27-67
core-50-54
core-21-64

core-75-74
core-73-75
core-65-20
core-10-13
core-67-22
core-9-44

core-28-73
core-6-46

core-17-60
core-13-49
core-63-58
core-51-56

GGA ATC AAT CAT TGC TGA GCC ACG CCA GTA TTT ACC GAA CGA ACC ATG
CG
GGC AAG AAC TGG CAT GAT AAT AAC GCG GAA TCG GAA CA

CCG TCA CGC ATA ACC GAT TCA CCC TCA GCA CGA TAA TGC CGG

GCC TTT AAT AGT GAA ATG CTG AAT CGC AAA AAT ACC GAC CGT A

TAA GGT TTT GGG TTG ATC CAC CCT GAG CCA CCT GA

CCT TGA TAC TAA ATA AAG CCA ACG AGC CAGTAATAACC

TAG AAA GACTCC AAC GTC AAATACCTA CATTTIG G

AAT TAA CAA CGA AAC AACCTG CTC TCA ATC AAC CAG GCCTT

GAT AAA ATA AAA TAC GTA ATT TAA CCA ATA GTT TGG TAT AAG CAA AT

AGC GAA CCA GCG GAT GGC TTA TTT ATC AAC TGT AGA ATG ATA CAC CGT
A
CAA TTA AGA CAA ATA CAA AAG ACA AGA AAATGC GA

GTC AAT ATT CTA CTT TTT GCT GAA TTG CGA TAT TAG C

ACA AGT ATC ATT AAT TGA TTT AGG AAA GTA ATC AG

AGC TAA TAT CAC AAA GTA AAC AGG AGC CTT TCA AA

ACA AAT TCC AAT AGG AAC CTT GAG AAT ATA AAG TGG AGC TTA ATT GC

GAG ATA ACC CAC AAG ACT AAA ATT AAC TGA ACG TCA GTT GGC AAC
CGA A
CGC ATC GGC TAC GAG CAA ATA GAT ATGCAG A

GAA AAA GCG CAG GGC GAC AAG GCG CAC GAC GGG AT
TTA TAC CAG AAC GAG TAG CTT GCC CTC CCA GTA TTA AGT
GCG AAT TTT CGG AAA CAT TTC ATT CAA T

GCC CCT ATA CCA AGC GCC CGT CGG GGA ACA AAC GGC GGT GCATCT TCA
G
CTG GCC AAC AGT TTT GAA TGG CTA A

AAC ATC TAC GAC AGG TAG AAA GAT ACT AAT GAG AC

GCC GTC AAT AGA TAA TAA ACA ATT GCA GAT AAA CG

AGC GAT CAA GTC ATT AGC GCA A

TCA ACA GTT GAA AGG AAT ACT AAC ACC AAT AAATC

GTT TGG AAC CGC CAC CCG AAA TGT GAT AAA TAA ATT CTT ACC AGT TG
GGA TTG AGA TTT AGC CTA ATT TGC TTT TTT GTT TAA CAT GAT T
CGA CCC TCA GAG CCG CCA GCC GCC AAT AAG AAATIT AA

AAA CGC TAC ATA ATG AAT AAA TCC TGA

CCA AAG GCC GGA AAC GTT CAG TAG AGA TTA AAA AT

GAA CCA TTT TGT ATC ATC CAA TAT ATG GAA GGG TA

AAT ATA TGT GAA AAT TAA TGA TGA TTT GAA TAA CAA TAA CGG



core-30-78
core-32-76
core-51-10
core-7-37

core-16-53
core-24-73
core-12-49
core-10-49
core-11-51
core-40-5

core-79-74
core-26-70
core-57-17

core-77-2
core-1-37
core-28-30
core-69-24
core-73-31
core-29-77
core-10-5
core-11-7
core-75-33
core-22-67

core-12-52
core-34-34
core-15-58
core-8-48

core-52-52
core-23-63
core-10-15
core-46-42
core-64-60
core-54-14
core-34-29

CGA GCT ATT TTG CAC CCC TTG CGG ATG GAT TAA AC

AGC CTT AAA GAT CTG ACG CTC AAT CTA AAA GGG ACATTT
TTG CTT CAG AAG AGT AGCAGCTCAT

TTT AGC GTA ACA TTC CAC GTA ACA CAC CCT CAG CAA ACC AAATAT
GGG TCT TTT GCA TTT TTG TAT TCA A

GAC AAA TAA GGT AAA TTG TTT TAA GAA GAA AACTG

AAT TTC TTA GGA GCC TAA TTT TTG TAA TAC

AGC CCC CTA TGC ATC CAT GCA ACT CAG AGC AGG AGA A
GTT TAT CGA TCA TTT CAA CGC AAG TGT AGG TAA AGCC
TGA ATA TAG TTT CAC ATG TAC CAG ACA GCCTTCACA A
AAA CCT TAT ATG GTG GTT GGC CCT CAA CAG CACGC

GCG CAT TAG ACG GGA GAC ACC GTC AAA AAT GAC AG

CGC GAG AGA ATC GAT GAA CGG TAC CCC AAA ATC GGA AGA AGT TTC
CATT
TGA AGA GGT TTT ATT CTA TAA GAG GCC CCC TGA CA

TGT ATC AGA TTT ACC CTG ACT TAA TTC GA

TAA ACT GAT AGG CAC AGA CAA TAT AGA TAG ACT AA

AAA ATC TAA AGC ATC ACC ATA TCT GAC CCT GAA GA

TCG TGG GAG AGG CGG TTT ACC AGT GCA GAT ACG AGC AAC
AAA ATA AAC CAA CGA CCCTTC CAC ACG ACC AGT AAGTC
TTT CTC AAA ATC CCT CAG ACC AGA AAG GTT GAA GC

TTG TTT TCA CAC TAA AGA AACAACTGA A

GGG GAG AGA GTT GCA GCA AAA TCC CGA GAG GAT AG

TTA CCG AAG CCC TTT TAA ACA TTG AGT TAA GCA CTA ATA GAT TAT GCG
A
TCA GCT TGC TTT CGA ACC ATC GCC CAC CAA ATT CAA

GCG AAA AAT CAG GTC GAA CAA GCA ATCAGATA

AAG GTC ATA TGT CAG GTT AGA AAT A

TCA CCATCT TTT CAT AAA TCG GCA AAC GCG AAT AACTA

AAG GGT AGC TGA TAA ATT CAA GAA AACAGTG

CTG CGA GGC GCA GAC GGC ATG TTA ATC GGC CGC CAGTT

TCG GAC CGT AAC ACC AAT GCC ATT TTG AAT TAC AA

TAA CGC ATC AAA CCT GTT AGA TACAAGTT

AGC GCG CAT CGT AAC CGA TTG ACC GAG CGA GTC GC

AGA GCT GGA GCA AAC ACCTGA TTG CAA CAA ACC CAA AGATCA
TCC CGG GGG TAC TTT TGC ATA GTA AAT AAC GCC AT



core-74-71
core-58-54
core-100-23
core-87-34
core-101-8
core-86-2

core-94-14

core-81-28
core-88-46

core-95-63

core-83-30
core-98-25
core-90-11
core-103-10
core-97-4
core-104-62
core-91-18
core-82-31

core-105-51

core-96-27
core-93-20
core-85-32
core-102-21
core-99-6
core-92-12

core-84-1
core-122-77
core-113-35

core-109-65

core-110-45
core-108-61
core-111-51

GCG GCC AGC TTG AGT GAA AAGTGT

AAA CTA ACG TCC GGG AGA ACC AAG TTA CAA AACTG

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT TGG GTA ACG CAA CTC TGG
GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT CAA AAT CGA ACG TGT ACT
GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT TAT ACA AGG CGT TAA CCC

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT CAT TTT TGA CCG GAA TTT TCA
GAGGTTT

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT TGA GAG TGG TAG CTG GGA TCG
ATATICG

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT TGC CTA AGC ATT AAG TCA

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT TTT TGC GTA AAG CTA ATT AAG
CAT

GAT TGT GAT TGT GAT TGT TTT TTT TTT AAG AAA CAC TTA AAT CCT TTG
CCC

ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT TCG GCC ATG ATT GCG AAT

ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT CGA GCT CAG GGT TTT GA
ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT GAG TAA TGG ATA AAT TAA
ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT TGG TTT GGA CAA AGT TT
ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT ACG CGC CTA CCG ACA TGG
ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT TGA GGG GCA CCG TG

ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT AAG AAA TAT ACT TCA GGT

ATT ACT GCA AGT GCA AAT TTT TTT TTT ATA AAT CGA ATC GTA GAC TGG
AAA AACCTA A

CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT TAT GTA ATT TAT CAG ACG CTG
TGT A

CAG TAT CAG TAT CAG TATTTT TTT TTT AAA GCC TTC GTA ATT CA

CAG TAT CAG TAT CAG TATTTT TTT TTT TTG TTT GAG AAG GAG GAA
CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT CAC CGC CTC CGA AAC GAC
CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT CAT TCA GCG ACA GTC TTA
CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT ATT TTC GCT CAA CAC AGA

CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT CCG TTC TGA GAA AGT GAC AAC
AGG TG
CAG TAT CAG TAT CAG TAT TTT TTT TTT CGC GTT TAT TAT AGT AG

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT ACT ATC AAA AAT AGT GTT

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT AGT ACC GAT AAG TAT CAG
AAG AAT GACC

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT GAT ATT CTG AAC GGG GGC
CTC GCC

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT TAG TAA ATT TCA ACA AAG

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT ACA CTA ACG GAG ATT AAA

TGG ACT TAT ACT TGG ACT TAT TTT TTT TTT GTC GCT GCC GAC AAG CCG
GAGAATGCCT



core-52-107 AAT GACTTG AGA AAC CAT TTT TTT TTG TAC ACA TCA TTG TAA TC
core-73-106 CGA GAA ACGACA GTTACTTTTTTT TTG TAC ACA TCA TTG TAA TC

Table S2. Sequences of poly-thymine (pT) passivated strands. Names denote both the function of the staple strand

and its position according to the line numbers in Figure S1: [function- 5° position — 3’ position].

Name Poly-thymine passivated strands 5’23’

pT-21-22 TTT TTT TTT TTT TTT CTG ATA AAT TGT TGA CCA ACT TTG TTT TTT TTT TTT TTT
pT-37-40 ACT TTC CAA CAT TTT GAT TAG CTC AAC ATG TTT TAAATT TTT TTT TTTTIT T
pT-45-8 TTT TTT TTT TTT TTT GGC GCG AGC TGA AGT TTC AGC GGA TTT TTT TTT TTT TTT

pT-27-28 TTT TTT TTT TTT TTT TAA TCA TTG TGA AAC GAA CTATTT TTT TTT TTT TTT
pT-36-1 TTT TTT TTT TTT TTT AGA ACG GGT ATT CGG AACCTATTATTT TTT TTT TTT TTT
pT-11-12 TTT TTT TTT TTT TTT AAG GCT CCA AAA AAC AGCTTG ATATTT TTT TTT TTT TTT
pT-74-73 TTT TTT TTT TTT TTT GTA AGA ATA CGT GCC CTA AAA CATTTT TTT TTT TTT TTT
pT-52-51 TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT AAT CCT TAG AAT TTT TTT TTT TTT TTT

pT-79-76 TTT TTT TTT TTT TTT GTG TTG TTC CAG TTT GCC CGA GAG CAG GCG AAGC
pT-38-37 TTT GTC TTT CCT TAT CAT TCC ATT TTT TTT TTT TIT T

pT-6-43 TTT TTT TTT TTT TTT CGC CAG CAT CCA TAT TTA TTT TTT TTT TTT TTT

pT-0-34 TTT TTT TTT TTT TTT TTC TGA AAC ATG AAA GTA TAG AAC GCC CAA

pT-37-36 TTT TTT TTT TTT TTT TTA AGA GGA AGC CCG AGA TT

pT-71-72 TTT TTT TTT TTT TTT CAC AAT TCC ACA TGC GCT CACTTT TTT TTT TTT TTT
pT-34-33 TTT TTT TTT TTT TTT TCA TTA CCG CGC GAG GCG TTT TAG TTT TTT TTT TTT TTT
pT-56-16 TTT TTT TTT TTT TTT ACA GTA CCT TTT ACA TAG ATG AAA ATC

pT-18-59 TTT TTT TTT TTT TTT TGT TAG CAA CCT ACCATA TTT TTT TTT TTT TTT

pT-4-5 TCC ATG GAA AGCGCA GTCTTITTTTTITTTITTITT

pT-61-20 TTT TTT TTT TTT TTT TTT CAT CAA CAT TTG TAT CAT CGC TTT TTT TTT TTT TTT
pT-7-7 TTT TTT TTT TTT TTT CTT TCC AGA CGT

pT-18-19 AGA TCC TTA TTA CGC AGT ATT TTT TTTTITTTT T

pT-61-62 TGT GTA ATG GGA TAG GTCACG TTTTTT TTT TTTTTT T

pT-41-4 TTT TTT TTT TTT TTT TAT GCA ACT AAATCG TCA CCA GTATTT TTT TTT TTT TTT
pT-3-38 TTT TTT TTT TTT TTT AGA ACC GCC ATT AGA GAG TTT TTT TTT TTT TTT

pT-17-59 TTT TTT TTT TTT TTT TTG AGG ACT AAA GAC TTT TCA CCA ACT TTT

pT-20-61 TTT TTT TTT TTT TTT AGA AGG AAA TGA TTATCATTT TTT TTT TTT TTT

pT-30-29 TTT TTT TTT TTT TTT ATC CTG AAT CTT ACA GCC ATA TTATTT TTT TTT TTT TTT



pT-16-58
pT-2-36
pT-51-52
pT-43-6
pT-58-18
pT-39-3
pT-35-34
pT-76-75
pT-13-14
pT-49-50
pT-13-15
pT-10-47
pT-48-50
pT-24-23
pT-63-64
pT-4-41
pT-9-47
pT-36-0
pT-12-11
pT-31-32
pT-36-35
pT-62-63
pT-25-26
pT-72-71
pT-22-21
pT-3-2
pT-68-67
pT-6-7
pT-8-9
pT-16-57
pT-54-55
pT-1-36
pT-66-65
pT-57-16
pT-4-42

ACG GAT AAT CCGTTA ATATTT TGT TAA AATTTIT TTT TTTTTTTT

TTT TTT TTT TTT TTT GGG GTC AGT GCC TTG AGT ACC TAT TTA AAC

TTT TTT TTT TTT TTT TAT TTT AAA TGC ACA GTC AAATCATTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TAG ATT TAG TTT AAG TTT TGT CGT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TCA AAA TTA TTT GCA CGT TAG AAA CGT

TTT TTT TTT TTT TTT TAC CTT TAA TTG CTC CGG TCA GGA CCC

TTT TTT TTT TTT TTT CTT TAA ACA GTT CAG AGA A

TTT TTT TTT TTT TTT AGA TTC ACC AGT TGA CCT GAA AGCTTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CCG ATA GTT GCG AGG CTT GCA GGG TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CAT TAT GAC CCT AGA ACC CTC ATA TTT TTT TTT TTT TTT
AAT ACG GAA AAT TGA GGG AGG GAAGGT TTITTTTTTT TTITTT

TTT TTT TTT TTT TTT GCG TCA GAC ATA TAT TTT TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT ACC TCC GGC TTA GGT TAG AGA CTC ATA

TTT TTT TTT TTT TTT ATT GAG CGC AAG AAA CAATTT TTTTTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TGG TGT AGA TGG CAG CTT TCC GGC TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CTG AAT TTA CAGACG ACG TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT GTG AGA ATA GAA AGG AAC AGT TGA AAT TAG

GCA TCG AGA GCT CAG TAC CAG GCG GATTTTTITTTT TTTTT

TTT TTT TTT TTT TTT CAC CAT TAC TTG CCT TTA TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TTA CGA GGC AAA AGA AGT TTT TTT TTT TTT TTT

CAA TTT ATT TTC ATC GTA GGA ATT TTT TTT TTTTTT T

TTT TTT TTT TTT TTT GTT TGA GTA ACA TTA TGT TA

TTT TTT TTT TTT TTT AAC GTA ACA AAG TAATTT CAACTT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CGC CAT TAA AAA AACACCGCCTTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TGA AAT AGC AAA GTT ACC TTT TTT TTT TTT TTT

TCA CAGAACCGCCACCCTCTTTITTITTITTITT

TTT TTT TTT TTT TTT ATC AAA CCC GGT TAT CTA TTT TTT TTT TTT TTT

CAG GCCACCACCAGAGCCGCTTTTTTITTTTTTTTT

CCT CAC CGG AACCAGAGCCTTTTTTTTTTITTTITT

TTT TTT TTT TTT TTT TTT TGT CAC TAT ACA GTATTT TTT TTT TTT TTT

TACTCG CGC AGA GGCGAATTITTTTTITTITTITT

TTT TTT TTT TTT TTT TAA GTG CCG TCA AAA AGATTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT AAA TAT CTT GGA TTT AGA TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TGT ACC CCG GTT GCT ACA GAG GCT TTT TTT TTT TTT TTT
GTT GTA CGG TTC CCA ATT CTG CGA ACG AGT TTTTTTTTT TTT TT

10



pT-55-56

pT-59-18
pT-64-63
pT-33-34
pT-40-4

pT-15-16
pT-8-45

pT-38-3

pT-23-24
pT-47-10
pT-73-74
pT-47-48
pT-65-66
pT-50-49
pT-16-17
pT-29-30
pT-42-6

pT-32-31
pT-43-44
pT-19-19
pT-5-43

pT-77-78
pT-44-8

pT-34-79
pT-46-10
pT-70-69
pT-40-39
pT-54-53
pT-60-61
pT-75-76
pT-78-77
pT-53-54
pT-26-25
pT-45-46

TTT TTT TTT TTT TTA GGC TAT CAG GTA ACT AGC ATG TCA ATCATATTT TTT TTT
TTTTT
TTT TTT TTT TTT TTT TTC GCA TTA AAT CTA AAA CGA AAGTTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT AGT ATT AGA ATT TTA AAATTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TTT GCC AGA CCT CAA ATG TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT ACA ATA AAC AAC ATG TTT CTG TCC CGT

TTT TTT TTT TTT TTT AGT TAA AGG CCG AGC A

TTT TTT TTT TTT TTT ACC ACC GGA CAT AAT TACTTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TAA TAT CCC ATC ATA AGT TTT AACTTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT AAA GAG GAC AGA ATT ACCCAAATCTTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CAA GGC AAA GAA ATC TCC AAAAAATTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TGC CCG CTT GGG CGC CAG TTT TTT TTT TTT TTT

CAA AAATCG GTT GTA CCA AAAATTTTTTTTTTTTTITT

TTT TTT TTT TTT TTT ACC GCT TCT GGT TTC GCT ATT ACG TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CCT TGA AAA ACCTTT TTATTT TTT TTT TTT TTT

AAT CCA CGG AAT AAG TTTATT TTT TTT TTTTTT T

TTT TTT TTT TTT TTT ACG GAA CAA CAA AAGGAATTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT ACA ACG CCA ACA TGT AAG AAT CGT GA

TTT TTT TTT TTT TTT CGA ACC TCC CGA AGC TAC AAT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
ATT TAG CTATAT TTT CAT TTG GTT TTT TTT TTT TTT T

TTT TTT TTT TTT TTT AGG CAA AAG AAT

TTT TTT TTT TTT TTT CAA ACT ACA ACG CCT GTA GCG ATC TAG ACC

TTT TTT TTT TTT TTT TTT GCC CCA TAG GGT TGA TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TAG AAA AAG CCT GTT TCC GGA ATA CCG

TAG AAA ACC GTC TAT CAAGCCATT TTTTTT TTTTTT T

TTT TTT TTT TTT TTT AGT TAA TTT CAT CTT CTT TTC AAT GT

TTT TTT TTT TTT TTT TGC AAC AGT ACC TCA AAT TTT TTT TTT TTT TTT

CTA AAGTCC TGA ACA AGA AAAATTTTTTITTTITTITT

TTT TTT TTT TTT TTT TAT TCA TTT TGA ATT ACC TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT GAT GAT GGC AAT TCATAT A

TTT TTT TTT TTT TTT GGT GGT TTT CCA CGC TGG TTT TTT TTT TTT TTT

TTT TTT TTT TTT TTT TTG CAA CAG GAA ATT TAC ATT GGC TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CCA TCA ATA TGA AGA GAT CTA CAATTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT ATA ACA TAA CAG AGG GTA TTT TTT TTT TTT TTT

GTG ATC CAA TAAATCATACAGGTT TTTTTITTITTTITT
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pT-28-27
pT-59-60
pT-69-70
pT-67-68
pT-14-13

TTT TTT TTT TTT TTT TTT ATC CCA ATC ACA GAG AGA TTT TTT TTT TTT TTT

GTT TGG CCT TCC TGT AGC CAG CTT TITTTITTTITTTT T

TTT TTT TTT TTT TTT TTG CAT GCC TGC TTG TTA TCC GCT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT CCA GCT GGC GAA CCA GTG CCA AGCTTTTTIT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TAA ATA TTG CAC CAG TAG TTT TTT TTT TTT TTT

Table S3. Sequences of connector overhangs for 8 connectors on left side of origami. Names denote the position

of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes from the

origami (here: 3°).

Connector overhangs, left side, 8 connectors

Name Sequence 5°>3’

connector- TTT TTT CAC AAT TCC ACA TGC GCT CAC TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT
left-72

connector- TTT TTT CCA GCT GGC GAA CCA GTG CCA AGC TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC
left-68 CAT

connector- TTT TTT TGG TGT AGA TGG CAG CTT TCC GGC TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT
left-64

connector- ACT TTC CAA CAT TTT GAT TAG CTC AAC ATG TTT TAA A TT TTT TAG CTA CGT
left-40 ATC TTC CAT

connector- ATT TAG CTA TAT TTT CAT TTG G TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT

left-44

connector- CAA AAA TCG GTT GTA CCA AAAATTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT

left-48

connector- TTT TTT AGG CTA TCA GGT AAC TAG CAT GTA ATC ATA TTT TTT TAG CTA CGT
left-56 ATC TTC CAT

connector- TTTTTT TTT GCC CCA TAG GGT TGA TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT

left-78
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Table S4. Sequences of connector overhangs for 8 connectors on right side of origami. Names denote the position

of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes from the

origami (here: 5°).

Connector overhangs, right side, 8 connectors

Name Sequence 5’ >3’

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTCGCCATTAAAAAAACACCGCCTTTTTTTTTTTTTTT
right-72

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTATCAAACCCGGTTATCTATTTTTTTTTTTTTTT
right-68

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTAGTATTAGAATTTTAAAATTTTTTTTTTTTTTT
right-64

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTACAATAAACAACATGTTTCTGTCCCGT

right-40

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTAGAAAAAGCCTGTTTCCGGAATACCG

right-44

connector-  TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTACCTCCGGCTTAGGTTAGAGACTCATA

right-48

connector-  TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTACAGTACCTTTTACATAGATGAAAATC

right-56

connector- TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTTGCAACAGGAAATTTACATTGGCTTTTTTTTTTTT
right-78

Table S5. Sequences of connector overhangs for 16 connectors on left side of origami. Names denote the position

of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes from the

origami (here: 3°).

Connector overhangs, left side, 16 connectors

Name Sequence 5’23’

connector-  GCATCGAGAGCTCAGTACCAGGCGGATTTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT

left-0

connector- = TTTTTTTTTCCGATAGTTGCGAGGCTTGCAGGGTTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-14
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connector- TTTTTTTTTGGCGCGAGCTGAAGTTTCAGCGGATTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-8

connector-  TTTTTTTTTTATGCAACTAAATCGTCACCAGTATTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-4

connector- TTTTTTTTTACGGAACAACAAAAGGAATTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-30

connector- = TTTTTTTTTAACGTAACAAAGTAATTTCAACTTTTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-26

connector-  TTTTTTTTTCTGATAAATTGTTGACCAACTTTGTTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-22

connector-  TTTTTTTTTTTCGCATTAAATCTAAAACGAAAGTTTTTTTAGCTACGTATCTTCCAT
left-18

Table S6. Sequences of connector overhangs for 16 connectors on right side of origami. Names denote the position
of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes from the

origami (here: 5°).

Connector overhangs, right side, 16 connectors

Name Sequence 5’23’

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTTCTGAAACATGAAAGTATAGAACGCCCAA
right-0

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTAAATATTGCACCAGTAGTTTTTTTTT
right-14

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTACCACCGGACATAATTACTTTTTTTTT
right-8

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTCTGAATTTACAGACGACGTTTTTTTTT
right-4

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTATCCTGAATCTTACAGCCATATTATTTTTTITTT
right-30

connector- = TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTATAACATAACAGAGGGTATTTTTTTTT
right-26

connector-  TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTGAAATAGCAAAGTTACCTTTTTTTTT
right-22

connector-  TACCTTCTATGCATCGATTTTTTTTGTTAGCAACCTACCATATTTTTTTTT
right-18
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Table S7. Sequences of connector overhangs for 24 connectors on left side of origami. Names denote the position
of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes from the

origami (here: 3°).

Connector overhangs, left side, 24 connectors

Name Sequence 5’ >3’

connector- TTT TTT TTT TTT TTT AGA ACC GCC ATT AGA GAG TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC
left-38 CAT

connector- TTT TTT TTT TTT TTT TTT GCC AGA CCT CAA ATG TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC
left-34 CAT

connector-  TTT TTT TTT TTT TTT TTA CGA GGC AAA AGA AGT TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC
left-32 CAT

connector- TTT TTT TTT TTT TTT GGT GGT TTT CCA CGC TGG TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC
left-76 CAT

connector- TTT TTT TTT TTT TTT CAT TAT GAC CCT AGA ACC CTC ATA TTT TTT TAG CTA CGT
left-50 ATCTTC CAT

connector- TTT TTT TTT TTT TTT TAT TTT AAA TGC ACA GTC AAA TCA TTT TTT TAG CTA CGT
left-52 ATCTTC CAT

connector- ACG GAT AAT CCG TTA ATA TTT TGT TAA AAT TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT
left-58

connector-  GTT TGG CCT TCC TGT AGC CAG C TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT
left-60

Table S8. Sequences of connector overhangs for 24 connectors on right side of origami. Names denote the
position of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes

from the origami (here: 5°).

Connector overhangs, right side, 24 connectors

Name Sequence 5’ >3’

connector-  TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TAA TAT CCC ATC ATA AGT TTT AACTTT TTT
right-38 TTTTTT TTT

connector- = TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TCA TTA CCG CGC GAG GCG TTT TAG TTT TTT
right-34 TTTTTT TTT

connector- = TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT CGA ACC TCC CGA AGC TAC AAT TTT TTT TTT
right-32 TTTTTT TTT
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connector- TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT AGA TTC ACC AGT TGA CCT GAAAGCTTITTTT

right-76 TTTTTT TTT

connector- TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT CCT TGA AAA ACC TTT TTA TTT TTT TTT TTT
right-50 TTT

connector- TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TTT TTT AAT CCT TAG AAT TTT TTT TTT TTT
right-52 TTT

connector- TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TCA AAA TTA TTT GCA CGT TAG AAA CGT
right-58

connector- TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT GAT GAT GGC AAT TCA TAT A

right-60

Table S9. Sequences of fluorophore modified connector overhangs. Names denote the fluorophore modification

and position of the connector in the folding map in Figure S1, with the line number being where the overhang protrudes

from the origami.

Connector overhangs, fluorophore modified

Name

Sequence 5’23’

connector-left-
28-AF568

connector-right-
28-AF647

connector-right-
10-AF647

connector-left-
10-AF568

connector-left-
3-AF568

connector-right-
3-AF647

connector-left-
20-AF568

connector-right-
20-AF647

connector-right-
33-AF647

TTTTTT TAATCA TTG TGA AAC GAA CTATTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT-
AF568

AF647-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TTTATCCCAATCACAGAGAGA TTT
TTT

AF647-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT GCG TCA GAC ATA TAT TTT TTT
TTT

TTT TTT CAA GGC AAA GAA ATC TCC AAA AAA TTT TTT TAG CTA CGT ATC
TTC CAT-AF568

AF568-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT AGA ACC GCC ATT AGA GAG TTT
TTT

T TAA TAT CCC ATC ATA AGT TTT AAC TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT-
AF647

T TTT CAT CAA CAT TTG TAT CAT CGC TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT-
AF568

AF647-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT AGA AGG AAA TGA TTA TCA TTT
TTT

T TCA TTA CCG CGC GAG GCG TTT TAG TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT-
AF647
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connector-left- AF568-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TTT GCC AGA CCT CAA ATG TTT
33-AF568 TTT

connector-left- T TGT ACC CCG GTT GCT ACA GAG GCT TTT TTT TAG CTA CGT ATC TTC CAT-
16-AF568 AF568

connector-right- =~ AF647-TAC CTT CTA TGC ATC GAT TTT TTT TTT TGT CAC TAT ACA GTA TTT
16-AF647 TTT

Table S10. Sequences of fuel and antifuel strands.

Fuel and antifuel strands

Name Sequence 5°2>3’ Hybridization
length

5 nb fuel AGGTAATGGA 5nb

8 nb fuel AGAAGGTAATGGAAGA 8 nb

11 nb fuel-toehold | CATAGAAGGTAATGGAAGATAC AAT GAA ATT TAG GTA | 11 nb + 15 nb toehold

a ® ® e 0. (0.0 ® ® (]
. o Ho ® 0 o ®
2 F 2 2 .
B
. 6 @ @ o0 [ ]
e - ® -
590 5Oe D€ 500«
W e ®. 0 ©.0
75 29 19 59 s 29 19 59
DNOW Wall Wealte DRON RON RON )
S C
® | mOm @ @ (-9 L SOn =Om =€
89 65 63 o
b DaOa »C | a0 SO | ) o O
0 9898 _aC 98,6 00 o L& aC
¢ . W . *
® Ed 2 2 =2 s 2 2
VoL ~a® L =C
N : W . ° =
L] @ e o @.e
Ell 17 57 W k) 7 5T m 31 17 57
Vel 0gt oS Vet e O
75 2 19 El 7 2 19 & 75 29 19 59
08 e0a0aOs aC D8, & _aPeCs B D = SOS = =C
73 27 25 23 21 61 3 27 = e & Ly 73 27 2 2 21 61
DaOa s020aC _090.696,..0€ L aOm RO
7 69 67 65 63 N L B B b 67 5

7 6 63

Figure S2. Connector strand positions in the 3D-DNA-NC. (a) Connector strand positions for §, 16 and 24
connectors without any modifications. (b) Connector strand positions for 8, 16 and 24 connectors with 6 fluorophore
modified connectors per side. Connector positions were adapted so that in case of a horizontal turn of 180 ° during
annealing, FRET pairs can still align. The numbers in the cross section correlate with the line numbers in Figure S1.
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Figure S3. TEM characterization of higher Mg?* concentration for in situ fibrillation with 8 and 24 connectors.
(a) TEM images for nanotubes with 8 connectors at 10, 15 and 20 mM Mg?*. (b) Statistical TEM image analysis of
nanotube length distribution for in situ formed nanotubes with 8 connectors. (¢) TEM images for nanotubes with 24
connectors at 10, 15 and 20 mM Mg?*. (d) Statistical TEM image analysis of nanotube length distribution for in situ
formed nanotubes with 24 connectors. The sample with 20 mM Mg?" showed strong aggregation of nanotubes and
was therefore not evaluated statistically. All nanotubes are polymerized with 22 nb fuel. All nanotubes were formed
in situ at a total concentration of 20 nM, purified and were further incubated for 2 days at 37 °C.
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Figure S4. Reference spectrum for FRET. Fluorescence spectrum of polymerization of 24 connector 3D-DNA-NC
with 22 nb fuel at 25 °C and 10 nMm.
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Figure S5. Initial slope and FRET ratio increase for time-resolved FRET measurements. Initial slope for
polymerization with different connectors and different hybridization lengths at 37 °C. Slope is calculated from linear
fitting of the first 4 min of the time-resolved curves.
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Figure S6. In situ monitoring of reversible nanotube polymerization at 37 °C by FRET. Time-resolved FRET

ratio showing repeated addition of fuel and antifuel at 37 °C for different connector densities. The measurements are
an average of two, the shaded area is the standard deviation. Origami concentrations are 10 nM at 5 mm Mg?".

Note S1: Adjustments of brightness and contrast in images
Figure 4a bottom left: brightness reduced by 20 %, contrast increased by 20 %

Figure 4a top right: brightness reduced by 20 %, contrast increased by 20 %
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