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Fig.	  S1.	  Diagram	  of	  the	  structure	  of	  biotinylated	  lipids	  used	  in	  this	  study.	  

	  

Fig.	  S2.	  FACS	  plots	  depicting	  binding	  of	  ceramide,	  ceramide-‐1-‐phosphate	  (C1P),	  lactosylceramide	  

(LC),	  and	  diacylglycerol	  (DG)	  to	  HPCA	  displayed	  on	  yeast.	  All	  the	  lipids	  were	  tested	  at	  a	  

concentration	  of	  800	  nM.	  Lipid	  binding	  is	  represented	  in	  the	  y-‐axis	  and	  surface	  expression	  level	  

(Xpress	  epitope)	  is	  represented	  in	  the	  x-‐axis.	  

	  

Fig.	  S3.	  Relative	  binding	  of	  ceramide,	  ceramide-‐1-‐phosphate	  (C1P),	  lactosylceramide	  (LC),	  and	  

diacylglycerol	  (DG)	  to	  the	  20	  tested	  clones.	  Values	  are	  expressed	  as	  a	  ratio	  of	  the	  lipid-‐binding	  

MFI	  to	  the	  Xpress	  epitope	  (surface	  expression)	  MFI	  normalized	  to	  an	  empty	  pYD1	  vector	  display	  

control.	  	  

	  

Fig.	  S4.	  Diagram	  showing	  a	  3-‐dimensional	  representation	  of	  amino	  acid	  residues	  in	  bovine	  	  

	  neurocalcin	  (NCALD)	  and	  human	  NCS1	  that	  correspond	  to	  mutations	  in	  HPCA	  that	  reduce	  

ceramide	  binding.	  Yellow	  residues	  are	  equivalent	  to	  residues	  that	  were	  confirmed	  to	  reduce	  

binding	  in	  the	  context	  of	  HPCA	  1+2	  or	  HPCA	  3+4.	  Red	  residues	  are	  equivalent	  to	  residues	  

confirmed	  to	  reduce	  binding	  in	  the	  context	  of	  HPCA	  1+2	  or	  HPCA	  3+4	  as	  well	  as	  in	  combination	  

in	  the	  context	  of	  full-‐length	  HPCA.	  The	  first	  and	  second	  EF-‐hands	  (roughly	  equivalent	  to	  HPCA	  

1+2)	  are	  shown	  in	  green	  and	  the	  third	  and	  fourth	  EF-‐hands	  (roughly	  equivalent	  to	  HPCA	  3+4)	  

are	  shown	  in	  cyan.	  Calcium	  ions	  are	  shown	  in	  yellow.	  A,	  Amino	  acids	  in	  bovine	  neurocalcin	  

equivalent	  to	  positions	  whose	  mutation	  reduce	  ceramide	  binding	  in	  HPCA.	  Diagram	  is	  based	  on	  

previously	  published	  crystal	  structure	  of	  bovine	  neurocalcin	  (38),	  (RCSB	  PBD	  1BJF).	  B,	  Amino	  



acids	  in	  human	  NCS1	  equivalent	  to	  positions	  whose	  mutation	  reduce	  ceramide	  binding	  in	  HPCA.	  

Diagram	  is	  based	  on	  previously	  published	  crystal	  structure	  of	  human	  NCS1	  (39),	  (RCSB	  PBD	  

1G8I).	  	  

	   	  



Fig. S1. 

 

 

 

	  
	  
	  
	  
	  
	   	  



Fig.	  S2.	  
	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



	  
	  
Fig.	  S3.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



Fig.	  S4.	  




