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Brief Report 

Novel Ceramide Mimetics induce Necroptotic Cell 
Death in Multiple Cancer Cell Lines 
Yuri Ogiso 1, Kentaro Kawai 1, Kazuya Nakayama 1, Ryosei Tokoo 1, Harumi Sakae 1,   
Shogo Shigeta 2, Masumi Ishibashi 2, Muneaki Shimada 2, Yukiko Karuo 1, Masaaki Omote 1, 
Masaya Matsuda 1, Takeshi Nabe 1 and Kazuyuki Kitatani 1,* 
1  Faculty of Pharmaceutical Sciences, Setsunan University, Hirakata 573‐0101, Japan 
2  Department of Gynecology and Obstetrics, Tohoku University Graduate School of Medicine, Sendai 980‐

8575, Japan 
*  Correspondence: kazuyuki.kitatani@pharm.setsunan.ac.jp; Tel.: +81‐072‐800‐1237   

Abstract: Ceramide is a lipid that regulates cell death including apoptosis and necroptosis and acts 
as  a  powerful  tumor  suppressor.  These  characteristics  have  supported  the  development  of 
ceramide‐based cancer  therapeutics.  In  the present  study, ceramide mimetics  (RT‐25, RT‐71 and 
YM‐07) were designed  and  chemically  synthesized,  and  their potential  as  necroptosis‐inducing 
chemotherapeutic reagents was examined. RT‐71 and YM‐07, but not RT‐25, potently decreased cell 
viability in multiple cancer cell lines. The ranges of IC50 values for RT‐71 and YM‐07 were 8.4–40.8 
μM and 4.4–23.7 μM, respectively. Cleavage of PARP, an apoptosis marker, was not observed in 
MCF‐7 cells treated with the mimetics. To determine the effects on necroptotic cell death, we used 
siRNAs  specific  to  mixed  lineage  kinase  domain‐like  protein  (MLKL).  MLKL  knockdown 
significantly suppressed the cell death induced by YM‐07 but not RT‐71. These results suggest that 
YM‐07 exhibits pro‐necroptotic activity. Taken together, these findings indicate ceramide mimetic 
YM‐07 as a lead compound for developing MLKL‐activating necroptotic reagents. Our results help 
establish a foundation for pro‐necroptotic therapy for cancer. 

Keywords: ceramide; ceramide mimetics; necroptosis   
 

1. Introduction 

Ceramide is an anti‐tumor lipid that limits metastatic potential [1] and evokes cell death [2–4] in 
cancer cells. Extensive studies have supported the development of ceramide analogues and liposomal 
formulation  of  short  chain  C6‐ceramide  for  cancer  therapeutics  [5–12].  Cationic  pyridinium‐
ceramides including C6‐pyridinium‐ceramide (LCL29) [6] and C16‐pyridinium‐ceramide (LCL30) [7] 
and B13  [13] are ceramide analogues. LCL29 and LCL30, both mitochondrial  targeting molecules, 
have been demonstrated as effective anticancer agents in preclinical studies [7,14,15]. B13 is an acid 
ceramidase  inhibitor  and  shows  anti‐tumor  activities  [13,16].  In  terms  of  chemical  structure,  the 
ceramide analogues exhibit characteristic features of ceramide including an amide bond linked to an 
acyl chain and functional group. The amide bond is assumed to undergo metabolic degradation, and 
this should be considered for biological stability in drug development.   

We  previously  demonstrated  that  a  nanoliposomal  formulation  of  short  chain C6‐ceramide, 
named ceramide nanoliposome (CNL), is a necroptosis‐inducing reagent in chemotherapy‐sensitive 
and ‐resistant ovarian cancer cells [12]. CNL was revealed to target the pore‐forming mixed lineage 
kinase  domain‐like  protein  (MLKL), which  executes  plasma membrane  rupture  in  necroptosis. 
Pharmacological  and  genetic  approaches  showed  that  CNL  targets  and  activates  MLKL 
independently of RIPK3 phosphorylation, although MLKL was phosphorylated by RIPK3 and in turn 
converted  to an active pore‐forming oligomer  [17–19]. Moreover, C16‐ceramide along with RIPK1 
forms a ceramidosome complex that facilitates large membrane pores [20]. These studies indicated 
ceramide  as  a MLKL‐activating  lipid  in  necroptosis  and  suggested  the  potential  of  developing 
mimetics of ceramides as pro‐necroptotic reagents. 

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions, and data contained in all publications are solely those of the individual author(s) and 
contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to people or property resulting 
from any ideas, methods, instructions, or products referred to in the content.

Preprints (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 6 December 2023                   doi:10.20944/preprints202312.0414.v1

©  2023 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.

https://doi.org/10.20944/preprints202312.0414.v1
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


  2 

 

Pro‐apoptotic agents, a major form of chemotherapy, are the main type of anti‐cancer treatment 
[21]. Genomic  heterogeneity–related  aberrations  in  the  apoptosis machinery  of  cancer  cells may 
increase chemotherapy‐ or apoptosis‐resistance, which is a clinical challenge in cancer therapy [22]. 
Pro‐necroptotic  therapy  has  been  proposed  to  serve  as  an  alternative  approach  for  eradicating 
apoptosis‐resistant  and  refractory  cancer  cells  [19,23,24].  Ceramide‐orchestrated  necroptotic 
signaling [24–27] may provide a strategy for developing novel cancer therapy such as pro‐necroptotic 
therapy. 

In  this  study,  we  developed  novel  ceramide  mimetics  and  examined  their  potential  as 
chemotherapeutic reagents. We further investigated their effects on necroptosis in multiple cancer 
cell lines. 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI1640), high glucose Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM), trypsin, and staurosporine were purchased from Nacalai Tesque (Kyoto, 
Japan). Fetal bovine serum  (FBS) was obtained  from Biowest  (Nuaillé, France). CellTiter‐Glo® 2.0 
was purchased  from Promega  (Madison, WI, USA). RNAiMax, SuperSignal West Dura Extended 
Duration Substrate, control siRNAs, and human MLKL siRNAs were obtained from Thermo Fisher 
Scientific  (Rockford,  IL, USA).  Precast  4%–20%  gradient  polyacrylamide  gels  and  nitrocellulose 
membranes (0.45 μm pore size) were purchased from Bio‐Rad (Hercules, CA, USA). Antibodies for 
poly ADP‐ribose polymerase (PARP) and GAPDH were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 
CA, USA). Horseradish peroxidase–conjugated antibodies for mouse and rabbit IgG were purchased 
from  Jackson  ImmunoResearch  (West Grove, PA, USA). A2780, A549, CaCo2, ES2, HeLa, MCF‐7, 
MDA‐MB‐231, SKOV3, and TOV112D cells were obtained from American Type Culture Collection 
(Manassas, VA, USA). 

2.2. Compound Design and Synthesis 

Compounds  including  RT‐25,  RT‐71,  and  YM‐07  that mimic  the  hydrocarbon  chain  of  C6‐
ceramide were manually designed. The most stable conformation of C6‐ceramide was then calculated 
using OMEGA  (OpenEye Scientific software, Santa Fe, NM, USA), and  the shape of  the designed 
compounds was evaluated using ROCS (OpenEye Scientific software) to confirm that the designed 
compounds are compatible with the hydrocarbon chain of C6‐ceramide (Figure 1). The compounds 
were synthesized following the scheme described in the supporting information, and the structures 
were determined by 1H‐NMR and high‐resolution mass spectrometry (Supplementary Figure S1). 

2.3. Cell Culture 

A2780, ES‐2, and MCF‐7  cells were grown  in RPMI1640  supplemented with 10% FBS. A549, 
CaCo2,  HeLa,  MDA‐MB‐231,  SKOV3,  TOV112D  and  CaCo2  cells  were  grown  in  DMEM 
supplemented with 10% FBS. Cells were maintained at <80% confluence under standard conditions 
(humidified atmosphere, 95% air, 5% CO2, 37°C). No mycoplasma contamination was observed in 
the cell lines. 

2.4. Cell Viability Assay 

Cells plated in 96‐well plates (4 × 103 cells/well) were treated with ceramide mimetics for 24 h. 
CellTiter‐Glo®2.0  reagents  were  added,  and  the  luminescence  was measured  using  a  GloMax® 
Navigator Microplate Luminometer (Promega, Madison, WI, USA). 

2.5. Immunoblotting 

Cells were washed  three  times with  ice‐cold PBS  containing 10 mM EDTA and  lysed using 
Laemmli sample buffer supplemented with dithiothreitol. Protein samples (10 μg) were subjected to 
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SDS‐PAGE (4%–20% gradient gels) and electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes. 
Membranes were blocked with PBS/0.1% Tween 20 containing 5% nonfat dried milk and washed 
with PBS/0.1% Tween 20. The membranes were then incubated with primary antibodies for PARP 
(1:2,000 dilution) or GAPDH (1:1,000 dilution) in PBS/0.1% Tween 20 containing 5% bovine serum 
albumin. The blots were washed with PBS/0.1% Tween 20 and incubated with secondary antibody 
conjugated with horseradish peroxidase  in PBS/0.1% Tween 20  containing 5% nonfat dried milk. 
Chemiluminescent signals were detected with SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate 
and ChemiDoc Imaging Systems (Bio‐Rad, Hercules, CA, USA). 

2.6. Transfection with siRNAs 

Cells  were  transfected  with  5  nM  siRNAs  using  RNAiMax  in  accordance  with  the 
manufacturer’s instructions. 

2.7. Trypan Blue Exclusion Assay 

The floating cells in the medium and cells that remained attached to the plates were counted 
using a hematocytometer in the presence of 0.2% trypan blue. 

2.8. Statistical Analysis 

Data presented in bar graphs represent the mean ± SE of independent experiments. Images are 
representative of at least three independent experiments. Sample sizes for relevant experiments were 
determined by power analyses conducted during experiment planning ( = 0.2, p = 0.05). Statistical 
analyses were performed using GraphPad Prism and Instat. Individual t tests were performed for 
significance  assessment  of  the  differences  between  treatments.  A  p‐value  less  than  0.05  was 
considered as significant.   

3. Results 

To develop necroptosis‐inducing reagents, novel ceramide mimetics (RT‐25, RT‐71, YM‐07) were 
in silico designed and organically synthesized (Figure 1 and Supplementary Figure 1). Our design 
strategy  was  to  mimic  the  structural  features  of  ceramide.  Compounds  were  designed  with 
hydrophobic  functional groups at both ends and hydrophilic  functional groups  in  the center,  like 
ceramide.   

 

Figure  1. Design of novel  ceramide  equivalents. A. Structures of C6‐ceramide  and  the designed 
molecules. B. 3D structures of RT‐25 (orange), RT‐71 (blue), and YM‐07 (purple) superimposed for the 
most stable conformation of C6‐ceramide (green) using ROCS. 
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To assess the chemotherapeutic effects of the ceramide mimetics in multiple cancer cell  lines, 
MCF‐7, MDA‐MB‐231, HeLa, CaCo2, A549, A2780, ES2, SKOV3, and TOV112D cells were  treated 
with  various  concentrations  of  ceramide mimetics  (dissolved  in  ethanol)  for  24  h  and  then  cell 
viability was determined (Figure 2). The IC50 values for ceramide mimetics were calculated from cell 
viability results (Table 1). RT‐25 had little effect on cell viability. RT‐71 and YM‐07 both decreased 
cell  viability  in  a  concentration‐dependent  manner.  Potent  therapeutic  effects  of  YM‐07  were 
observed in all cancer cell lines. RT71 also showed potent effects in cancer cell lines except ES2 ovarian 
cancer cells. CNL previously showed chemotherapeutic activities in ovarian cancer cells [12]. The IC50 
values of both RT‐71 and YM‐07 were lower than that of CNL. 

 

Figure 2. Effects of ceramide mimetics on cell viability in multiple cancer cell lines. MCF‐7 (A), 
MDA‐MB‐231 (B), HeLa (C), CaCo2 (D), A549 (E), A2780 (F), ES2 (G), and SKOV3 (H), and TOV112D 
(I) cells (4,000 cells/well) were treated with ceramide mimetics at concentrations up to 100 μM for 24 
h  (RT‐25,  open  circle; RT‐71,  closed  red  circle; YM‐07,  closed  blue  circle).  The  cell  viability was 
determined using the CellTiter‐Glo luminescent cell viability assay. The cell viability is expressed as 
the percentage of vehicle control (0.1% ethanol). Data are shown as means ± SE (n=3). 

Table 1. IC50 values for ceramide mimetics and CNL in multiple cancer cell lines. IC50 values (μM) 
for  ceramide  mimetics  were  calculated  with  GraphPad  Prism  software.  CNL,  ceramide 
nanoliposomes; N.D., not determined. 

Organ  Cell  line  RT‐25  RT‐71  YM‐07  CNL 

Breast  MCF‐7  >100  24.8  23.7  N.D. 

  MDA‐MB‐231  49.1  17.5  19.7  N.D. 

Cervical  HeLa  >100  8.4  13.9  N.D. 

Colon  CaCo2  78.4  14  13.4  N.D. 

Lung  A549  >100  15.7  18.3  N.D. 

Ovarian  A2780  N.D.  14.2  17.7  44.2[12] 

  ES2  76.9  40.8  18.0  N.D. 

  SKOV3  >100  14.1  4.4  26.4 [12] 

  TOV112D  N.D.  11.6  13.0  10.0 [12] 

Ceramide is a lipid with pro‐apoptotic and pro‐necroptotic effects. To investigate the mechanism 
of  cell death  induced by  the  ceramide mimetics, MCF‐7  cells were  treated with 30  μM  ceramide 
mimetics,  30  μM CNL,  or  1  μM  staurosporine,  a  known  apoptosis‐inducing  agent  (Figure  3A). 
Staurosporine  facilitated apoptotic  cell death as  evidenced by PARP  cleavage, whereas  ceramide 
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mimetics and CNL failed to induce apoptosis. To examine if ceramide mimetics including RT‐71 and 
YM‐07  evoked  MLKL‐dependent  necroptotic  cell  death,  MLKL  was  knocked‐down  by  RNA 
interference (Figure 3B). Treatment with RT‐71 or YM‐07 induced cell death as determined by trypan 
blue–positive cell staining. Compared with control siRNA, MLKL siRNA (both siRNAs) significantly 
suppressed cell death induced by YM‐07 but not RT‐71. These results suggest that YM‐07 exerts pro‐
necroptotic effects. 

 

Figure 3. Molecular mechanisms of cell death induced by ceramide mimetics. A. MCF‐7 cells (2  
105 cells/well) were treated with 0.1% vehicle (EtOH), 30 μM ceramide mimetics (RT‐71 or YM‐07), 30 
μM  ceramide  nanpliposomes  (CNL)  or  1  μM  staurosporine  for  24  h.  Cells  were  analyzed  by 
immunoblot using  antibodies  specific PARP or GAPDH. B. MCF‐7  cells  (2   105  cells/well) were 
transfected with 5 nM control or two MLKL siRNAs (MLKL siRNA‐1 or MLKL siRNA‐2) for 24 h and 
then treated with 0.1% ethanol or 30 μM ceramide mimetics (RT‐71 or YM‐07) for 24 h. The cell death 
rate was determined by trypan blue assay. Data are shown as mean ± S.E. (n=4). 

4. Discussion 

Necroptosis is a promising target for cancer therapeutics. Here we explored ceramide mimetics 
as potential necroptosis‐inducing  reagents  that  exert  antitumor  effects using multiple  cancer  cell 
lines.   

Several  necroptosis‐inducing  reagents with  a  small molecular weight  have  been  identified, 
including shikonin  isolated  from  the  root of Lithospermum  erythrorhizon  [28] and  the conventional 
chemotherapeutic reagent cisplatin. Cisplatin has been shown to exert proapoptotic and necroptotic 
effects [29,30]. Retinoic acid receptor‐γ activated by cisplatin has been implicated in RIPK3‐MLKL‐
regulated  necroptosis  [30].  These  reagents  are  unlikely  to  target  MLKL,  the  executioner  of 
necroptosis. Epigenetic loss of RIP3 expression was observed in multiple cancer cell lines [31], and 
thus RIPK‐activating  reagents  are  assumed not  to have potent  therapeutic  effectiveness.  Instead, 
MLKL‐activating reagents are expected to have therapeutic effects. Substantially, RIPK3 expression 
is little in A549, HeLa, MCF‐7, and MDA‐MB‐231[31] and novel ceramide mimetic YM‐07 similar to 
CNL also exerts necroptotic cell death in MCF‐7 cells. The potential of YM‐07 as an MLKL‐activating 
reagent needs to be clarified in further studies. 

The molecular mechanisms by which YM‐07 exerts pro‐necroptotic activity are unknown. In our 
preliminary  studies  using  a  cell‐free  system, we  found  that C6‐ceramide  bound  to  recombinant 
human MLKL (manuscript in preparation). Similar to C6‐ceramide, YM‐07 may also bind and activate 
MLKL. To develop potent MLKL‐activating, necroptosis‐inducing reagents, an  in vitro  interaction 
and in silico docking simulation between YM‐07 and MLKL and the structure‐activity correlation for 
chemically optimizing YM‐07 need to be performed. 

RT‐71 and YM‐07 are non‐proapoptotic agents. Non‐apoptotic cell death  is subclassified  into 
non‐regulated necrosis and regulated cell death  including  ferroptosis, necroptosis, pyroptosis, etc 
[32]. Though RT‐71 exerts non‐apoptotic effects on cancer cells, the cell death mechanism is unclear. 
Pronecroptotic YM‐07 might have pronecrotic, pyroptotic and/or ferroptotic activities, since MLKL 
knockdown  failed  to  fully  suppress YM‐07‐induced cell death.  In our preliminary  results, YM‐07 
showed  pyroptotic  effects  in  head  and  neck  cancer  cell  lines.  In  future  studies, we will  explore 
whether YM‐07 and RT‐71 facilitate regulated necrosis such pyroptosis and ferroptosis. In chronic 
lymphocytic leukemia cells, CNL induced caspase 3/7‐independent necrotic cell death by selectively 
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inhibiting  the glycolytic pathway  [33]. Ceramide mimetics are potential  to down‐regulate aerobic 
glycolysis [34–36] that is considered as a therapeutic target for cancer treatment. 

5. Conclusions 

Ceramide mimetics (RT‐71, YM‐07) showed antiproliferative activities against a variety of cancer 
cells  lines.  YM‐07  may  be  a  potential  lead  compound  for  developing  necroptosis‐inducing, 
chemotherapeutic  reagents.  These  findings  may  help  establish  a  molecular  basis  for  ceramide 
mimetics in necroptotic cell death and provide a foundation for drug discovery for pro‐necroptotic 
cancer therapy. 

Supplementary Materials: The  following  supporting  information  can be downloaded at  the website of  this 
paper posted on Preprints.org, Supporting information with Supplementary Figure S1. 
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