
IgG
(~150 kDa)

HCAb
(~90 kDa)

bio-sdAb
(~15 kDa)

bio-sdAb:avidin
(~120 kDa)

2.5 nm4 nm

8.5 nm

14
.2

 n
m

0 50 100 150 200 250
0

50

100

150

200

Time (s)

30 nM

0.5 nM

Re
sp

on
se

 (R
U

)

KD = 12.1 +/- 0.06 nM

a b c

0 100 200 300 400 500

0

50

100

150

200

250

Time (s)

Surface

Re
sp

on
se

 (R
U

)

hROBO1
hROBO2
hROBO3
hROBO4
hVEGFR2

100 nM10 nM
1x107

1x106

K a (
M

-1
s-1

)

0.01 0.1 1

kd(s-1)

KD

MKRo-20
MKRo-5
MKRo-4
MKRo-8

d e
anti-ROBO1 MKRo-20

(~7 nM)

AlexaFluor488

Isotype control

SS
C

-A
 (x

 1
04 )

220
200

0

180
160
140
120
100
80
60
40
20

103 104 105 106

C
ou

nt

AF488

AXX-Fc and
secondary Ab control

MKRo-20

5.5e-04 mg/mL
or ~7 nM MKRo-20

70.56% 0.80%

**
**

* **
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

0

30

60

90

120

30 60 90
Time (hours)

* ** **
*

**
**

** **
*

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

0

20

40

60

30 60 90
Time (hours)

* * **
*

* **
*

**
**

**
*

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

**
**

0

10

20

30

40

50

30 60 90
Time (hours)

** ** ** ** **
**

**
**

0

10

20

30

40

30 60 90
Time (hours)

** ** * **
*

* **
*

**
**

**
**

** **
**

**
**

**
**

**
*

**
**

** **
**

**
**

**
**

0

10

20

30

40

30 60 90
Time (hours)

* * * ** **
*

** ** **
**

**
**

**
**

**
*

**
**

0

10

20

30

40

30 60 90
Time (hours)

To
ta

l S
ph

er
oi

d 
A

re
a 

x1
04  (

µM
2 )

In
va

si
ve

 C
el

ls
 A

re
a 

x1
04  (

µM
2 )

BT972 MBT289 MBT352

DMSO (Control)
4µM JMS-053
8µM JMS-053

100nM AXX
100nM MKRo20

100nM MKRo20 &
4µM JMS-053

g

0

1

2

3

4

10
0030

0
10

0 0

Seru
m

10
0030

0
10

0 0

Seru
m

10
0030

0
10

0 0

Seru
m

[bio-sdAb] (ng/mL)

O
D

 (4
50

 n
m

)

ROBO1 ECD
ROBO1 Ig1-Ig2
Casein

f


