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Kurzreferat 
 

Kv1.3-Kaliumkanäle spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivierung, Proliferation und 

Apoptose von T-Lymphozyten und sind vielversprechende therapeutische Zielstrukturen. 

Bisher sind jedoch keine Pharmaka zur Kv1.3-Kanal-Blockade klinisch lizensiert. Memantin, 

ein gut verträglicher, bei der Behandlung der Alzheimer Demenz eingesetzter NMDA- 

Rezeptor (NMDAR)-Antagonist, hemmt in Lymphozyten Kv1.3-Kanäle. In dieser Arbeit wird 

aufgezeigt, dass die NMDAR-Antagonisten Memantin, Ifenprodil und MK-801 die 

Proliferation und Migration muriner und humaner T-Lymphozyten in vitro reduzieren. In 

Memantin-behandelten Alzheimer-Patienten wurde eine veränderte Zusammensetzung der 

T-Zellpopulationen im peripheren Blut sowie eine reduzierte T-Zellreaktivität ex vivo 

nachgewiesen. Memantin-induzierte inhibitorische Effekte auf T-Zellfunktionen, und somit auf 

die adaptive Immunantwort, könnten einerseits vorteilhaft die Neuroinflammation der 

Alzheimer Demenz beeinflussen, andererseits die unter Memantin-Behandlung auftretende 

erhöhte Infektionsrate mitbedingen. Im zweiten Schwerpunkt der Dissertation wird 

dargestellt, dass Memantin die Cytarabin-induzierte Proliferationshemmung und den Zelltod 

von ALL- und AML-Zelllinien sowie primären leukämischen Blasten von Patienten mit akuter 

Leukämie potenziert. Dabei wurden eine verstärkte Hemmung der ERK1/2- und AKT- 

Signalwege und eine Steigerung der mitochondrialen Apoptose nachgewiesen. Memantin 

könnte daher als Kv1.3-Kanal-Inhibitor bei der Cytarabin-basierten Chemotherapie akuter 

Leukämien von klinischem Interesse sein. Kombinationsstrategien mit Memantin und 

Cytarabin wären fortführend in geeigneten Leukämiemodellen zu überprüfen. 
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1 EINFÜHRUNG 
 

 

1.1 T-Lymphozyten: Funktion und Signalgebung 

1.1.1 Funktion von T-Lymphozyten 

T-Lymphozyten bilden zusammen mit B-Zellen den zellulären Teil der adaptiven 

Immunantwort. T-Zellen reifen im Thymus und wandern von dort entlang 

Chemokingradienten über das periphere Blut und durch hochendotheliale Venolen (HEV) in 

die Milz und Lymphknoten [1, 2]. Treffen naive T-Zellen in der T-Zellzone von Milz oder 

Lymphknoten auf dendritische Zellen (DCs), die das kognate Antigen auf Molekülen des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) präsentieren, werden sie über T-Zellrezeptor 

(TCR)-Ligation aktiviert und bei gleichzeitiger Kostimulation über CD28-Signale zur 

Proliferation (klonale Expansion) angeregt [3]. Aktivierte T-Zellen differenzieren sodann zu 

Effektorzellen, die über efferente Lymphbahnen in die Blutzirkulation eintreten und dort durch 

Chemokine, wie SDF-1α (stromal cell-derived factor 1α, CXCL12), in die verschiedenen 

Gewebe zur Immunüberwachung dirigiert werden [4, 5]. Naive CD4+T-Helfer-Zellen (TH) 

differenzieren in verschiedene TH-Effektorpopulationen, deren Spezialisierung wesentlich 

durch das Zytokinmilieu determiniert wird und die durch spezifische Zytokinprofile 

ausgewiesen sind [6, 7]. Aktivierte CD8+ T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T- 

Lymphozyten (CTLs). Ihre Aufgabe ist die Induktion von Apoptose in infizierten und 

pathologischen Zielzellen sowie in Effektorzellen, um die Immunreaktion abzuschalten 

(aktivierungsinduzierter Zelltod, AICD) [8, 9]. Nach Beseitigung des Krankheitserregers 

sterben die meisten Effektor-T-Zellen durch Apoptose, während einige zu Gedächtnis-T- 

Zellen differenzieren und längerfristig überleben. 

 
1.1.2 Aktivierung, Proliferation und Zelltod von T-Lymphozyten 

Um die Funktion von T-Lymphozyten gezielt beeinflussen zu können, ist es notwendig, die 

molekularen Mechanismen der T-Zell-Aktivierung genau zu verstehen. Im Folgenden sind 

wichtige Signalwege, die in der Arbeit untersucht wurden, kurz dargestellt. Jede T-Zelle 

exprimiert ca. 30000 TCRs einheitlicher Antigenspezifität auf ihrer Oberfläche. α/ß-T-Zellen 

tragen einen TCR bestehend aus einem α-ß-Heterodimer, der durch die ζ-Ketten und γ-, δ-, 

ε-Ketten des CD3-Komplexes stabilisiert wird [10]. Jeder TCR/CD3-Komplex enthält 10 

ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) zur initialen Signalübertragung [11, 

12]. Wird der CD4+ bzw. CD8+ T-Zelle kognates Antigen als Peptid:MHCII- bzw. 

Peptid:MHCI-Komplex auf antigenpräsentierenden Zellen (APCs) präsentiert, kommt es bei 

Interaktion zur TCR-Ligation [10, 13], und in der Kontaktzone zwischen T-Zelle und APC 

verdichten sich wichtige an der Signaltransduktion beteiligte Proteine zu einem 
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supramolekularen Aktivierungskomplex (SMAC). Diese Zone wird auch als immunologische 

Synapse (IS) bezeichnet. Der zentrale SMAC (c-SMAC) integriert neben dem TCR die 

Korezeptoren CD4/CD8, den Kostimulator CD28 sowie das Adhäsionsmolekül CD2 und die 

Proteinkinase PKC-θ. Im peripheren SMAC (p-SMAC) finden sich wichtige Adhäsions- und 

Zytoskelettproteine, wie LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1), ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule-1) und Talin [14, 15]. Zentral für die Aktivierung von T- 

Lymphozyten nach TCR-Ligation ist ein anhaltender Calciuminflux über CRAC (calcium 

release-activated calcium)-Kanäle [16, 17]. Um deren frühzeitige Inaktivierung aufgrund der 

Depolarisation der T-Zelle zu verhindern, werden Mitochondrien zur reversiblen 

Calciumaufnahme zur IS rekrutiert [18, 19]. Weiterhin lokalisieren spannungsabhängige 

Kaliumkanäle vom Typ Kv1.3 in der IS und ermöglichen durch kompensatorischen 

Kaliumefflux einen anhaltenden Calciuminflux über CRAC-Kanäle [20-22]. Kv1.3-Kanäle sind 

somit für die T-Zellaktivierung von großer Bedeutung [23, 24]. Nach TCR-Ligation wird initial 

die Tyrosin-Proteinkinase p56Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) aktiviert, die 

teils mit den intrazellulären Domänen der Korezeptoren CD4/CD8 assoziiert ist. Nach 

Aktivierung durch die Tyrosin-Phosphatase CD45 und Autophosphorylierung phosphoyliert 

p56Lck die ITAM-Sequenzen der ζ-Ketten, was zur Rekrutierung von Zap70 (zeta-chain- 

associated protein kinase 70) und dessen Phosphorylierung und Aktivierung durch p56Lck 

führt. Zap70 wiederum phosphoryliert LAT (Linker für aktivierte T-Zellen) und nach 

Rekrutierung und Aktivierung weiterer Signalproteine kommt es zur Aktivierung der 

Phospholipase C-γ1 (PLCγ1) [12, 25, 26]. PLCγ1 generiert aus Phosphatidylinositol 4,5- 

bisphosphat (PIP2) Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). DAG aktiviert 

Proteinkinase C (PKC) und initiiert damit die NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain- 

enhancer' of activated B cells)-Signalgebung. IP3-Bindung an IP3-Rezeptoren des 

endoplasmatischen Retikulums (ER) induziert die Calciumfreisetzung aus dem ER, was zur 

Translokation von STIM1(stromal interaction molecule 1)-Molekülen im ER und Aktivierung 

von Orai-Proteinen und der Öffnung der CRAC-Kanäle in der Plasmamembran führt [27]. 

Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration bewirkt u.a. die Aktivierung der NF-AT 

(nuclear factor of activated T cells)-Transkriptionsfaktoren. Über DAG und die Kinasen Raf 

(rapidly accelerated fibrosarcoma) und MEK (mitogen-activated protein kinase/ERK kinase) 

erfolgt die Aktivierung der MAPKinasen Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) 

(Abb.1a). Die Transkription des IL-2-Gens erfordert die konzertierte Aktivität der 

Transkriptionsfaktoren NF-AT, NF-κB und AP-1 [28-31]. Sezerniertes IL-2 fördert sodann die 

Proliferation und Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektorzellen [32]. TCR-Ligation führt 

zudem zur Aktivierung der Lipidkinase PI3-K (Phosphoinositid-3-Kinase) und zur Bildung von 

PIP3 (Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat). An PIP3 binden über ihre PH (pleckstrin 

homology)-Domänen die zytosolischen Serin/Threonin-Proteinkinasen Akt (auch als 
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Proteinkinase B/PKB bekannt) sowie PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1). Aktive 

PDK1 und mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) phosphorylieren und 

aktivieren Akt, was zur Aktivierung der Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) und 

nachfolgend zur Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 und zur Steigerung der 

Proteinsynthese führt. Der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg ist ein zentraler Regulator des 

Zellwachstums und Überlebens und in vielen Tumoren hyperaktiv [33-35]. Eine wichtige 

gemeinsame Zielstruktur der bei Tumoren häufig überaktivierten Kinasen Akt und Erk1/2 ist 

der Transkriptionsfaktor c-Myc, ein zentraler Regulator von Zellwachstum, Proliferation und 

Apoptose [36, 37]. 

 

Abb.1a: TCR-Signalgebung. Die Interaktion des TCRs mit antigenspezifischen Peptid-MHC-Komplexen auf 

APCs führt über Aktivierung von Proteintyrosinkinasen, wie p56Lck, der Aktivierung von PLC-γ1 (Phospholipase 

C-γ1) und MAPKinasen (mitogenaktivierte Poteinkinase) zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-AT 

(nuclear factor of activated T cells), NFκB (nuclear factor kappa B) und AP-1. Calciumkanäle, wie CRAC 

(calcium-release activated channel) und Ca
v
1-Kanäle, sowie NMDA-, P2X- und TRP-Rezeptoren, sollen an der 

Calciumsignalgebung beteiligt sein. Ihre Existenz in T-Zellen ist teils unzureichend geklärt. Abb. modifiziert 

aus: Kyla et al. 2013. 

 

 

Für die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektorzellen sind 

drei Signale notwendig. Signal 1, Bindung des TCR an spezifische Antigen:MHC-Komplexe, 

führt zur T-Zellaktivierung. Signal 2, Bindung des kostimulatorischen Moleküls CD28 an die 

Liganden CD80/CD86 auf APCs, steigert die Proliferation und das Überleben der T-Zelle [38, 

39]. Signal 3 über Zytokinrezeptoren dirigiert die T-Zelldifferenzierung über ein spezifisches 
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Zytokinmilieu [6, 7]. T-Effektorzellen können ohne CD28-Kostimulation aktiviert werden. Sie 

wandern aufgrund der hohen Expression von CD44 (CD44high), der fehlenden Expression 

von CD62L (CD62Llow) und des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors präferentiell in 

entzündetes Gewebe und nicht in die Lymphknoten [40]. Während naive humane T-Zellen 

die CD45RA-Isoform der CD45-Tyrosinphosphatase exprimieren [41-43], weisen T- 

Gedächtniszellen die CD45RO-Isoform auf, wodurch ihre Aktivierung über den TCR 

erleichtert wird, so dass eine Infektion mit einem bekannten Antigen schneller und effektiver 

abgewehrt werden kann [44]. Gedächtniszellen exprimieren zudem vermehrt anti- 

apoptotische Proteine, wie Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), und können über Jahrzehnte in einem 

„Ruhestadium“ verharren, wobei ihre antigenspezifische Anzahl durch seltene 

Teilungsvorgänge und Apoptose konstant gehalten wird [44, 45]. 

 
Nur ein kleiner Anteil der T-Effektorzellen bleibt nach Beenden der Immunantwort als 

Gedächtniszellen erhalten, der Großteil stirbt durch Apoptose [46]. Im Gegensatz zur 

Nekrose verbraucht Apoptose Energie und führt zum Abschnüren von kleinen Zellteilen 

(apoptotic bodies), die ohne Entzündungsreaktionen von Makrophagen entfernt werden. Der 

extrinsische Apoptoseweg wird über Todesrezeptoren der TNF (Tumornekrosefaktor)- 

Familie initiiert [47, 48]. Der intrinsische Apoptoseweg wird über Mitochondrien bei Einwirken 

schädlicher Reize, wie Zytostatika, zellulärem Stress oder Entzug von Wachstumsfaktoren, 

eingeleitet [49, 50] (Abb.1b). 

 
 
 

Abb.1b: Extrinsischer und intrinsischer 

Apoptoseweg in Lymphozyten. Der extrinsische 

Apoptoseweg (links) wird durch Ligation von 

Todesrezeptoren der Tumornekrosefaktor- 

Rezeptor-Superfamilie mit ihren Liganden initiiert 

und führt zur Aktivierung der Caspase-8. Der 

intrinsische Apoptoseweg wird durch 

Zytokinentzug, toxische Einwirkungen oder 

Zellschäden ausgelöst (rechts). Zentrale Ereignisse 

sind die Formation einer mitochondrialen 

Permeabilisationspore, Austritt von Zytochrom C in 

das Zytoplasma und Aktivierung der Caspase-9. 

Extrinsischer und intrinsischer Apoptoseweg 

konvergieren in der Aktivierung der Effektor- 

Caspase-3, und Endonukleasen fragmentieren die 

DNA. Abb. aus: Leanza et al. 2007. 
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Zytochrom C (CytC) dringt durch den Apoptose-induzierten Kanal der äußeren 

mitochondrialen Membran, der aus oligomerisertem Bax (Bcl-2-associated X protein) und 

anderen bisher nicht-identifizierten Proteinen besteht, in das Zytoplasma [51-53]. Dort bindet 

CytC an Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) und nach dessen Oligomerisierung 

wird die Caspase-9 aktiviert [54, 55]. Caspasen (Aspartat-spezifische Proteasen)  liegen 

initial als inaktive Pro-Caspasen vor und agieren in einer Kaskade, wobei die Initiator- 

Caspasen nachgeschaltete Effektor-Caspasen, insbesondere Caspase-3, aktivieren [56]. 

Initiator-Caspase des intrinsischen Apoptosewegs ist Caspase-9, für den extrinsischen 

Apoptoseweg agiert Caspase-8 [54, 57, 58]. Die Effektor-Caspasen spalten wichtige  

zelluläre Proteine und aktivieren Enzyme, wie Endonukleasen, die die DNA fragmentieren, 

wodurch der Zelltod eingeleitet wird [59] (Abb.1b). Die Dysregulation von 

Zelltodmechanismen kann zu Autoimmunerkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen 

und Neoplasien führen [60-62]. 

 
1.1.3 T-Zell-assoziierte Erkrankungen 

T-Lymphozyten tragen wesentlich zu den protektiven Funktionen der adaptiven 

Immunantwort bei. Eine pathologisch verminderte Immunantwort liegt bei angeborenen 

Immundefekten [63, 64] oder erworbenen Störungen der T-Lymphozyten vor, etwa durch das 

humane Immundefizienz-Virus (HIV), was häufig tödlich verlaufende Infektionen zur Folge 

hat [65]. Andererseits führt eine übermäßige, unkontrollierte T-Zellaktivierung zu 

schwerwiegenden Erkrankungen, die jedes Organ betreffen können und teilweise 

lebensbedrohliche Auswirkungen haben, etwa bei Allergien und Autoimmunerkrankungen, 

wie multipler Sklerose. Die Immunantwort auf Alloantigene ist prinzipiell eine physiologische 

Reaktion, die bei der Transplantation von Organen jedoch unerwünscht ist. Grundlage für die 

Abstoßung transplantierter Organe sind die von TH1-Effektorzellen und CTLs vermittelten 

Alloantigenreaktionen, bei denen Spender-MHC/Peptid-Moleküle als "fremd" erkannt werden 

(MHC-Restriktion) [66-68]. In vitro kann eine Alloantigenreaktion in mixed lymphocyte 

reactions (MLRs) durch Stimulation von T-Zellen mit HLA-inkompatiblen Donor-Zellen 

induziert und zur antigenspezifischen Aktivierung von T-Zellen eingesetzt werden [69]. Eine 

auf dem gleichen Prinzip basierende Abstoßungsreaktion der Spender-T-Zellen gegen als 

"fremd" erkannte Empfänger-Körperzellen ist die graft-versus-host Reaktion (GvHD), die bei 

der Transplantation hämatopoetischer Stammzellen auftreten kann. Kommt es zur malignen 

Transformation von Lymphozyten, resultieren lebensbedrohliche Leukämien/Lymphome, z.B. 

die akute T-Zell-Leukämie. Angesichts der Schwere T-Zell-asssoziierter Erkrankungen 

besteht weiterhin ein dringlicher Bedarf an neuen, effektiven und dabei gut verträglichen 

Pharmaka zur Modulation der T-Zellfunktion. 
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1.2 NMDA-Rezeptoren: Einfluss von Antagonisten auf die T-Zell-Funktion 

1.2.1 N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDARen) und NMDAR-Antagonisten 

Neuronale NMDARen sind liganden-gesteuerte  Kationenkanäle mit hoher Calcium- 

permeabilität. Sie sind für  die synaptische Plastizität und Langzeitpotenzierung 

verantwortlich und bilden somit die molekulare Basis für Lernen und Gedächtnis [70, 71]. 

Allerdings kann eine pathologisch erhöhte Aktivierung von NMDARen mit massivem 

Calciumeinstrom zu Exzitotoxizität und Neurodegeneration führen [72, 73]. Hinsichtlich des 

klinischen Einsatzes von NMDAR-Antagonisten ist aufgrund zu starker neuronaler Toxizität 

nur der open channel Blocker Memantin für die Behandlung der fortgeschrittenen Alzheimer 

Demenz lizensiert [74]. Weitere NMDAR-Antagonisten sind das selten als Narkotikum 

applizierte Ketamin [75] sowie die ausschließlich experimentell verwendeten Inhibitoren MK- 

801, ein open channel Blocker, D-AP-V, ein kompetitiver Antagonist der Glutamat- 

Bindungsstelle, und Ifenprodil, ein unkompetitiver Antagonist der Polyaminbindungsstelle der 

GluN2B-Untereinheit [76-78] (Abb.2a). 

 

Abb.2a: Aufbau des NMDARs und 

Bindungsstellen der Antagonisten. Der 

NMDAR bildet ein Heterotetramer aus 2 

GluN1- und 2 GluN2-Untereinheiten. Der 

Ionenkanal wird durch Bindung von 

Glutamat/Aspartat sowie Glycin/D-Serin bei 

vordepolarisierter Zellmembran aktiviert. Im 

inaktiven Zustand ist der Ionenkanal durch 

ein zentrales Magnesiumion blockiert. 

Memantin und MK-801 wirken als open 

channel Blocker direkt im Ionenkanal, D-AP- 

V ist ein kompetitiver Antagonist und 

blockiert die Glutamat-Bindungsstelle. 

Ifenprodil inhibiert den Rezeptor un- 

kompetitiv an der Polyaminbindungsstelle. 

Abb. modifiziert aus: Tomek et al. 2013. 

 
 
 
 

T-Zellen exprimieren mehrere Typen von Ionenkanälen, die das Membranpotential und den 

Calciumeinstrom regulieren [24, 79, 80]. 1997 postulierten Kostanyan et al. anhand der 

Bindung von radioaktiv-markiertem Glutamat erstmals die Expression von 

Glutamatrezeptoren (GluRen) auf peripheren Blut-Lymphozyten [81]. Wenige Jahre später 

wurde die Existenz von metabotropen GluRen (mGluRen) [82-86] sowie von ionotropen 

GluRen (iGluRen) vom α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat (AMPAR)- und 

NMDAR-Typ in humanen T-Lymphozyten beschrieben [87-91]. GluRen in T-Zellen könnten 

Ifenprodil 

Memantin 

D-AP-V 
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insbesondere nach Eindringen der T-Zelle ins ZNS aktiviert werden. Glutamat liegt zudem 

mit einer Konzentration von ~100 µM (dem Hundertfachen der Konzentrationen im Liquor 

cerebrospinalis) im peripheren Blut, in peripheren lymphatischen Geweben und innervierten 

Organen vor [92, 93]. Pathologisch erhöhte Glutamat-Plasmaspiegel wurden bei HIV- 

Immundefizienz und Neoplasien beobachtet [94-97]. Über sezerniertes Glutamat könnten T- 

Lymphozyten bei Kontakt mit DCs koaktiviert werden [98], aber auch Makrophagen und 

Neutrophile wurden neben DCs als Quelle für Glutamat identifiziert [99, 100]. Affaticati et al. 

publizierten 2011, dass DCs in Kontakt mit Thymozyten aus Vesikeln Glutamat in die 

Kontaktzone sezernieren. Glutamat würde sodann an die NMDARen auf Thymozyten  

binden, da NMDAR-Antagonisten den Calciuminflux in CD4+CD8+ Thymozyten und deren 

Apoptose minderten [101]. 

 
Der Nachweis von NMDARen in T-Zellen erfolgte hauptsächlich anhand der mRNA- 

Expression von NMDAR-Untereinheiten und indirekt durch die Wirkung von Glutamat und 

NMDAR-Antagonisten auf verschiedene T-Zellfunktionen [89, 102-106]. Dabei ist zu 

beachten, dass Glutamat auch an Kv1.3-Kanäle bindet [107]. Funktionale NMDARen auf 

Thymozyten oder peripheren T-Zellen konnten mittels Patch-Clamp-Technik, wie für 

Neurone umfangreich vorgefunden, weder durch Affaticati et al. noch durch meine Kollegin 

Dr. T. Bose im SFB854-Twin-Forschungsprojekt nachgewiesen werden. Ihre Patch-Clamp- 

Untersuchungen zeigten vielmehr, dass die NMDAR-Antagonisten Memantin, Ifenprodil und 

MK-801 Kv1.3- und KCa3.1-Kaliumkanäle auf humanen und murinen T-Lymphozyten hemmen 

[108, 109]. Die Auswirkungen der Kv1.3-Kanal-Blockade durch NMDAR-Antagonisten, 

insbesondere von Memantin, auf verschiedene Effektorfunktionen von T-Lymphozyten waren 

zu Projektbeginn weitgehend unbekannt. 

 
1.2.2 Wirkmechanismus und unerwünschte Wirkungen von Memantin 

Memantin ist strukturell von Amantadin abgeleitet und wird chemisch als Dimethyladamantan 

oder nach IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) als Dimethyl-trizyklo- 

decanamin beschrieben [74] (Abb.2b, oben). Memantin wurde erstmals in den 1960er 

Jahren synthetisiert [110] und 1975 von Merz & Co. für seine Wirkung auf das ZNS patentiert 

[74, 111]. Erst 1989 wurde der Wirkmechanismus von Memantin auf Neurone als NMDAR- 

Antagonist aufgeklärt [112, 113]. Memantin ist ein open channel Blocker, d.h. es kann nur im 

aktivierten offenen Zustand des NMDARs in den Ionenkanal eintreten und ihn im Bereich der 

Mg2+-Bindungsstelle blockieren („besseres Mg2+“) (Abb.2b, unten) [114]. Memantin ist daher 

bei pathologisch erhöhter NMDAR-Aktivität am wirksamsten, wobei physiologische NMDAR- 

Funktionen weiterhin möglich sind [115-117]. Memantin ist zur Behandlung der moderaten 

bis fortgeschrittenen Alzheimer Demenz zugelassen und soll die neuronale Exzitotoxizität 
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verringern und die Neurodegeneration verlangsamen [118]. Aufgrund der open channel 

Blockade, seiner niedrigen Affinität und schnellen off-rate am NMDAR ist Memantin im 

Vergleich zu anderen NMDAR-Antagonisten auch bei Dauergabe gut verträglich und seit fast 

vier Jahrzehnten im klinischen Einsatz [115, 117, 119]. Häufigste unerwünschte Wirkungen 

von Memantin auf das ZNS sind Schläfrigkeit und Kopfschmerzen. Zudem wurde von 

gehäuft auftretenden Infektionen der Atemwege und des Urogenitaltraktes berichtet [120]. Im 

Rahmen der Überwachung von Nebenwirkungen nach der Zulassung durch die EMA 

(European Medicines Agency) treten Pilzinfektionen bei 1-10 von 1000 Patienten auf. Im 

schwersten Fall wurden Panzytopenien beobachtet [121]. Memantin-Behandlung könnte 

daher das Immunsystemn beeinflussen. 

 
 
 
 
 

Abb.2b: Struktur von Memantin und Bindung 

im NMDAR-Ionenkanal. Memantin (3,5- 

Dimethyl-1-aminoadamantan) besteht aus einer 

Dreiring-struktur mit einer Amino- und zwei 

Methylgruppen (links oben, rot umrandet). 

Memantin blockiert den Ionenkanal des NMDARs 

an der Magnesium-bindungsstelle. Die 

Aminogruppe von Memantin kontaktiert kritische 

Aspartatreste der M2-Domänen, die 

Methylgruppen stabilisieren das Pharmakon 

innerhalb des NMDARs (unten). Abb. modifiziert 

aus: Johnson et al. 2006. 

 
 
 
 
 

1.2.3 Immunpathogenese der Alzheimer Demenz 

Die Alzheimer Demenz ist eine Hauptform der Demenz und zunehmendes Alter ein 

wesentlicher Risikofaktor [122]. Trotz intensiver Forschungstätigkeit fehlen effektive 

Therapiestrategien [123, 124]. Aktuelle Hypothesen zur Pathophysiologie gehen von einem 

ursächlichen Zusammenhang mit Proteinablagerungen von Amyloid-ß (Aß) und Tau im 

Gehirn der Patienten aus [125]. Auch Neuroinflammation spielt eine wichtige, aber noch 

unzureichend charakterisierte pathogenetische Rolle bei der Alzheimer Demenz [126-129]. 

Das Binden von Aß an Mikroglia soll die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine anregen 

und damit die Aggregation von Aß weiter begünstigen [128, 130]. Zudem wird eine reduzierte 

Aß-clearance durch gestörte Phagozytosefunktion der Mikroglia sowie die pathogenetische 

Beteiligung von Makrophagen, Astrozyten und Endothelzellen vermutet [126, 131-133]. T- 
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Lymphozyten könnten bei der Pathogenese der Alzheimer Demenz von diagnostischem 

(Biomarker) sowie therapeutischem Interesse (Immuntherapie) sein [134-136]. Es wurde 

berichtet, dass in Alzheimer-Patienten T-Zellen das Hirnparenchym nahe der Aß-Plaques 

aufgrund pathologisch gesteigerter Migration über die Blut-Hirn-Schranke infiltrieren [137, 

138]. Aß-reaktive TH1- sowie TH17-T-Zellen fördern neuroinflammatorische Prozesse, 

während eine stark immunsupprimierende Funktion regulatorischer T-Zellen (Treg) mit einer 

niedrigeren kognitiven Einschränkung der Patienten einherzugehen scheint [139-142]. Im 

peripheren Blut zeigen Alzheimer-Patienten eine übermäßige Anzahl Aß-reaktiver T-Zellen 

[143], aktivierter CD4+ und CD8+ T-Zellen [144], IFN-γ-sezernierender TH1-Zellen [145] und 

von Gedächtnis-T-Zellen [146-150]. Zudem ist die Proliferation von T-Zellen von Alzheimer- 

Patienten auf allogene Stimuli in MLRs und gegenüber Aß gesteigert [143]. Insgesamt ist die 

Bedeutung von T-Zellen für die Immunpathogenese der Alzheimer Demenz jedoch wenig 

verstanden. 

 
1.3 Kv1.3-Ionenkanäle: „Spannende“ Zielstrukturen für T-Zellpathologien? 

1.3.1 Aufbau und Expression von Kv1.3-Kanälen 

Während Calciumkanäle eine entscheidende Rolle bei der Erregungsbildung von Neuronen 

spielen, sind Kaliumkanäle für die Repolarisation der Zelle essentiell. 1984 wurde erstmals 

die Existenz von spannungsgesteuerten Kaliumkanälen in T-Lymphozyten beschrieben [151- 

155] und anschließend u.a. der Subtyp Kv1.3 charakterisiert [156]. Kaliumkanäle werden 

anhand ihrer Struktur und Aktivierbarkeit in mehrere Gruppen eingeteilt. 

Spannungsgesteuerte Kaliumkanäle gehören zur Kanal-Gruppe mit sechs Transmembran- 

domänen und werden durch Depolarisation der Zellmembran aktiviert. Sie umfassen 12 

Unterfamilien (Kv1-Kv12), wobei die Kv1-Unterfamilie als Shaker Typ bezeichnet wird [157]. 

Spannungsgesteuerte Kaliumkanäle in Lymphozyten zeigen eine Homotetramerstruktur aus 

vier α-Untereinheiten mit einem zentralen Ionenkanal [158-160]. Jede α-Untereinheit besteht 

aus sechs Transmembrandomänen (S1-S6). S4 stellt aufgrund der vielen positiv-geladenen 

Aminosäurenreste den Spannungssensor dar. Zwischen S5 und S6 befindet sich die P- 

Schleife, die als Selektivitätsfilter für Kaliumionen agiert (Abb.3a) [161-163]. Am intrazellulär 

gelegenen N- und C-Terminus liegen Phosphorylierungsstellen und Interaktionsstellen für 

andere Proteine, etwa p56Lck, ß1-Integrine und Adapterproteine, zur weiteren Signal- 

transduktion [164-168]. Regulatorische Untereinheiten, wie Kvß, beeinflussen das gating, die 

Amplitude des Kaliumstroms und die Oberflächenexpression des Kanals [169, 170]. 

 
Das für den Kv1.3-Kanal kodierende Gen KCNA3 ist für humane, murine und Ratten-T-Zellen 

gut charakterisiert [171]. Ruhende humane T-Zellen exprimieren ~200-400 Kv1.3- 

Kanäle/Zelle, aber nur 8-10 KCa3.1-Kanäle/Zelle. Bei Letzteren handelt es sich um Calcium- 



17  

aktivierte K+-Kanäle, die durch ansteigende intrazelluläre Calciumkonzentrationen aktiviert 

werden. Nach T-Zellaktivierung werden ~500 KCa3.1-Kanäle/Zelle exprimiert und die relative 

Bedeutung von Kv1.3-Kanälen am Kaliumefflux sinkt. Ruhende TCM (zentrale T- 

Gedächtniszellen, CCR7+ CD45RA-) erhöhen bei Aktivierung zu Effektorzellen ihre 

Expression von KCa3.1-Kanälen vergleichbar zu naiven T-Zellen. Bei TEM (Effektor-T- 

Gedächtniszellen, CCR7- CD45RA-) hingegen kommt es zur prädominanten Expression von 

Kv1.3-Kanälen mit ~1500 Kanälen/Zelle. Ruhende Maus- und Ratten-T-Zellen weisen im 

Vergleich zu ruhenden humanen T-Zellen eine deutlich geringere Anzahl an Kv1.3-Kanälen 

(<10/Zelle) auf und erst nach Aktivierung erhöht sich die Anzahl an Kv1.3-Kanälen auf 

vergleichbares Niveau [24]. Neben neuronalen Zellen und Lymphozyten exprimieren auch 

andere hämatopoetische Zellen, Muskelzellen, Drüsenzellen und weitere Zelltypen 

funktionell bedeutsame Kaliumkanäle [157]. 

 

 
Abb.3a: Struktur spannungsgesteuerter 

Kaliumkanäle. Jede der vier α-Untereinheiten 

besteht aus sechs Transmembrandomänen S1-

S6, einer P-Schleife und den intrazellulär 

gelegenen Amino (NH
2
)- und Carboxyl 

(COOH)-Enden. S4 repräsentiert den 

Spannungssensor und S5-P-S6 bilden im 

Tetramer die Kalium-Permeationspore (oben). 

Spannungsgesteuerte Kaliumkanäle zeigen 

strukturelle Ähnlichkeiten mit GluRen und 

könnten daher aus einer gemeinsamen 

Ionenkanal-Familie hervorgegangen sein: die 

Sequenz der P-Schleife von Kaliumkanälen 

ähnelt der M2-Domäne von iGluRen, die Trans- 

membrandomänen S5 und S6 entsprechen den 

M1- und M3-Domänen (unten). Abb. aus: Alain 

et al. 2009. 

 

1.3.2 Funktion von Kv1.3-Kanälen in T-Lymphozyten 

Kv1.3-Kanäle regulieren das Ruhemembranpotential von T-Zellen auf -50 bis -60 mV. Bei 

ansteigendem Membranpotential werden sie zunehmend aktiviert und verhindern durch 

Kaliumefflux die akzidentielle Depolarisation der T-Zelle [20, 21]. Nach Aktivierung des TCR 

werden Kv1.3-Kanäle in die IS rekrutiert und verhindern durch Kaliumefflux eine vorzeitige 

Inaktivierung der CRAC-Kanäle (permissive Hyperpolarisation) [23, 172]. Kv1.3-Kanäle 

ermöglichen somit einen starken und anhaltenden Anstieg der intrazellulären 

Calciumkonzentration, der für die Aktivierung zahlreicher Ca2+-abhängiger Proteine, etwa  

von NF-AT, essentiell ist [22, 173]. Daher sind Kv1.3-Kanäle kritisch an der Aktivierung von 
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T-Lymphozyten beteiligt. Ihre Hemmung blockiert den Zellzyklus in der G1-Phase und somit 

die Proliferation der T-Zelle [23, 24, 174]. Kv1.3 knock-out Ratten bzw. Mäuse zeigen 

allerdings keine Immundefekte, was auf die kompensatorisch verstärkte Expression von 

KCa3.1- bzw. Chloridkanälen zurückgeführt wurde [175, 176]. 

 
Kv1.3-Kanäle sind nicht nur in der Plasmamembran und der nukleären Membran lokalisiert, 

sondern wurden auch in der inneren mitochondrialen Membran nachgewiesen [177, 178]. Da 

kein struktureller Unterschied zwischen Kv1.3-Kanälen der Plasmamembran und des 

Mitochondriums vorliegt und keine spezifische Translokationssequenz detektiert wurde, 

bleibt unklar, welcher Mechanismus die Verteilung der Kanäle steuert [177, 179]. Kv1.3- 

Kanäle des Mitochondriums (mitoKv1.3) sind zentrale Mediatoren der intrinsischen Apoptose 

und interagieren mit dem pro-apoptotischen Bcl-2-Familienprotein Bax der äußeren 

mitochondrialen Membran [180-182]. Bei apoptotischem Stimulus transloziert Bax zum 

mitoKv1.3-Kanal und inhibiert diesen in der Kanalpore über Lysin 128, analog zu einem für 

Kv1.3-Kanal-Toxine beschriebenen Mechanismus [183, 184] (Abb.3b). 

 

Abb.3b: Rolle von mitoK
v
1.3-Kanälen bei der Apoptose. Ausgelöst durch einen apoptotischen Stimulus 

transloziert Bax zur OMM (äußere mitochondriale Membran) und inhibiert K
v
1.3-Kanäle der IMM (innere 

mitochondriale Membran) durch Interaktion von Lysin 128 mit der Kanalpore. Die konsekutive 

Hyperpolarisation der IMM stört die Funktion der Atmungskette, wodurch sich die Produktion von ROS 

(reaktive Sauerstoffspezies) erhöht. Diese lösen CytC (Zytochrom C) aus der Cardiolipin-Bindung und 

aktivieren die PTP (Permeabilitätstransistionspore). CytC gelangt über den MAC (mitochondrialer Apoptose- 

induzierter Kanal), u.a. bestehend aus oligomerisiertem Bax, ins Zytoplasma. Öffnung der PTP resultiert in 

Depolarisation der IMM sowie Schwellung und ggf. Ruptur der mitochondrialen Membranen und führt damit 

ebenfalls zur Freisetzung von CytC ins Zytoplasma. Abb. aus: Szabò et al. 2010. 

 
 

Hemmung der mitoKv1.3-Kanäle ändert das Membranpotential der inneren mitochondrialen 

Membran, was zur Störung der Atmungskettenkomplexe und verstärkter Produktion reaktiver 
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Sauerstoffspezies (ROS) führt. Letztere setzen an Cardiolipin gebundenes Zytochrom C 

(CytC) an der inneren mitochondrialen Membran frei [185, 186], wodurch der intrinsische 

Apoptoseweg initiiert wird (Abb.3b). 

 

1.3.3 Kv1.3-Kanal-Inhibitoren 

Aufgrund ihrer zentralen Funktion bei der Aktivierung, Proliferation und dem Zelltod von 

Lymphozyten sind Kv1.3-Kanäle eine vielversprechende Zielstruktur für die therapeutische 

Beeinflussung der adaptiven Immunabwehr, etwa bei der Behandlung von Autoimmun- 

erkrankungen [187-189]. Jedoch sind Pharmaka zur spezifischen Kv1.3-Kanal-Inhibition in 

vivo derzeit nicht zugelassen. Die bislang identifizierten spezifischen Kv1.3-Kanal-Blocker 

lassen sich in Peptidtoxine und niedermolekulare Blocker einteilen [190, 191]. 

 
Peptidtoxine umfassen Skorpion- und Seeanemone-Toxine bzw. deren Derivate mit einer 

Größe von ~4 kDa. Sie blockieren von extern die Kanalpore mit hoher Affinität und 

Selektivität und unabhängig vom Öffnungszustand des Kanals. Allerdings sind sie aufgrund 

ihrer positiven Ladung membran-impermeabel und können nur Kv1.3-Kanäle der 

Plasmamembran, aber nicht Apoptose-vermittelnde mitoKv1.3-Kanäle hemmen. Weiterhin 

tragen sie das Risiko, allergische Reaktionen hervorzurufen und müssten für eine klinische 

Anwendung parenteral verabreicht werden. Bisher werden Peptidtoxine nur experimentell 

verwendet. Lediglich zum Pharmakon Dalazatid liegen neuerdings erste Ergebnisse der 

Phase I/Ib Studien von gesunden Probanden und Psoriasis-Patienten vor [192]. 

 
Zu den niedermolekularen Kv1.3-Kanal-Inhibitoren mit einer Größe <0.8 kDa gehören PAP-1, 

Psora-4 und Clofazimin. Aufgrund ihrer Hydrophobizität sind sie membranpermeabel, binden 

intrazellulär an den Kanal und können über die Blockade von mitoKv1.3-Kanälen Apoptose 

induzieren. Pharmakologisch vorteilhaft ist ihre bessere Bioverfügbarkeit und einfachere 

Produktion im Vergleich zu Peptidtoxinen. Hingegen ist ihre Affinität und Selektivität nicht 

optimal, so dass verstärkt Nebenwirkungen auftreten können, berücksichtigt man die 

weitverbreitete Expression von Kaliumkanälen [157, 191]. 

 
Neue Kv1.3-Kanal-Hemmstoffe werden mittels Punktmutationen von Toxinen oder in 

Hochdurchsatztechnologien gesucht [193-195]. Komplizierend ist, dass bisher kein 

gemeinsames Strukturmerkmal von Kv1.3-Kanal-Hemmstoffen gefunden wurde [196], 

während detaillierte Analysen zur Struktur des Kv1.3-Kanals vorliegen [158, 159, 161, 197, 

198]. Die Struktur von Kaliumkanälen ähnelt dem Aufbau von GluRen, so dass sie aus einer 

gemeinsamen Ionenkanalfamilie hervorgegangen sein könnten. Eine signifikante 

Aminosäure-Homologie wurde in den Kanalpore-bildenden Domänen gefunden. Die 
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Sequenz der P-Schleife von Kaliumkanälen ähnelt der M2-Domäne und die flankierenden 

Transmembrandomänen S5 und S6 entsprechen den M1- und M3-Domänen von iGluRen 

[199-201] (Abb.3a). Diese Strukturähnlichkeit könnte erklären, dass Memantin Kv1.3-Kanäle 

humaner und muriner T-Lymphozyten blockiert [108, 109, 202]. Auch für Makrophagen und 

Neurone wurde gezeigt, dass Memantin Kaliumkanäle hemmt [203, 204]. Memantin könnte 

daher als Kv1.3-Kanal-Antagonist für klinische Therapieansätze von Interesse sein. 

 
1.3.4 Potential der Kv1.3-Kanal-Inhibition für die Therapie akuter Leukämien 

Die akute lymphatische (ALL) und akute myeloische Leukämie (AML) erfordern intensive 

Therapieregime, die für ältere Patienten häufig zu große toxische Nebenwirkungen 

aufweisen. Daher erhalten nur 30% der älteren AML-Patienten eine intensive Chemotherapie 

[205, 206]. Auch nimmt die Mutationslast, genetische Heterogenität und pathologische 

Aktivierung onkogener Signalkaskaden in AML-Blasten älterer Patienten zu [207-209]. 

Palliative Therapien mit demethylierenden Zytostatika (Azazytidin/Decitabin), DNA- 

interkalierenden Chemotherapeutika, etwa low-dose AraC (LDAC), und experimentellen 

Therapieansätzen sind begrenzt [210, 211] und bei älteren Patienten mit einer hohen 

Komplikationsrate und Frühmortalität verbunden [212]. Neue Therapiestrategien werden 

daher dringend benötigt und gesucht. 

 
Akute Leukämien sind meist durch eine gesteigerte Aktivität der PI-3K-AKT-mTOR- und 

ERK1/2-Signalwege gekennzeichnet, die einen aggressiven Phänotyp und Therapieresistenz 

bedingen [213-217]. ERK1/2- und AKT-Signale fördern die Aktivierung des Transkriptions- 

faktors c-MYC [218], ein an der leukämischen Transformation beteiligtes Protoonkogen [219- 

221]. Da der PI-3K-AKT-mTOR- und ERK1/2-Signalweg sowie c-MYC die Zellproliferation 

und den Zelltod von ALL- und AML-Zellen regulieren [222-225], ist deren Inhibition ein 

vielversprechender Therapieansatz [226-230]. Bei rezidivierten/refraktären AML-Patienten 

wurde allerdings keine Synergie zwischen klassischer Chemotherapie und mTOR-Inhibition 

[231] und keine Korrelation zwischen mTOR-Inhibition und Gesamtüberleben [232] 

vorgefunden. Mechanistisch könnte dies durch eine kompensatorische Hochregulation 

anderer Signalwege bedingt sein, etwa verstärkter ERK1/2- und c-MYC-Aktivität [233]. Eine 

aberrante Expression von Kv1.3-Kanälen wurde bei Leukämien und malignen soliden 

Tumoren nachgewiesen und die Inhibition von Kv1.3-Kanälen wird derzeit als neue potente 

Therapiestrategie angesehen [234-239]. Die Bedeutung von Kv1.3-Kanälen als Zielstruktur 

für die Therapie akuter Leukämien wurde bisher nicht untersucht. 
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2 ZIELE, MATERIAL UND METHODEN 
 

 

2.1 Ziele 

Zu den weltweit führenden Ursachen für Morbidität gehören Demenzerkrankungen. Trotz 

intensiver Forschungstätigkeit besteht für die Therapie der Alzheimer Demenz weiterhin ein 

dringlicher Bedarf an effektiven Therapiestrategien. Die Mortalität in „entwickelten“ Ländern 

wird neben kardiovaskulären Erkrankungen wesentlich durch Neoplasien bestimmt. 

Insbesondere für den wachsenden Anteil älterer Patienten sind hoch-intensive 

Chemotherapien jedoch oft intolerabel toxisch und neue, verträglichere und wirksamere 

Therapiestrategien sind erforderlich. 

Die Beeinflussung des Immunsystems hat in den letzten Jahren herausragende Erfolge in 

der Therapie von Neoplasien erzielt. Immuntherapien befinden sich in einer hochaktiven 

Entwicklungsphase mit vielversprechendem Potential und könnten auch für die Therapie der 

Alzheimer Demenz interessant sein. Beispielsweise ist die Rolle von Lymphozyten und 

anderen Immunzellen bei der Pathogenese der Alzheimer Demenz unzureichend untersucht. 

Ionenkanäle sind für die Aktivierung und Funktion von T-Zellen von großer Bedeutung und 

damit potente therapeutische Zielstrukturen. Die Expression funktionaler NMDARen in 

Immunzellen wurde zwar mehrfach postuliert, ihre potentielle Funktion in Lymphozyten ist 

jedoch unzureichend geklärt. Unsere Patch-Clamp-Untersuchungen zeigten vielmehr, dass 

NMDAR-Antagonisten, inklusive Memantin, Kv1.3- und KCa3.1-Kaliumkanäle auf T-Zellen 

hemmen [108, 109]. Kv1.3-Kanäle sind zentrale Regulatoren des Membranpotentials, der 

Proliferation und des Zelltodes von T-Zellen und verschiedenen Tumorentitäten und daher 

hochinteressante pharmakologische Zielstrukturen. Obwohl Memantin als zugelassenes 

Medikament in der Therapie der Alzheimer Demenz seit Jahren eingesetzt wird, lagen zu 

den direkten Auswirkungen von Memantin auf humane T-Zellen in vitro und in vivo keine 

Untersuchungen vor. Im Rahmen der Dissertation sollten folgende Fragestellungen 

bearbeitet werden: 

 
➢ Welche Auswirkungen haben NMDAR-Antagonisten (Memantin, MK-801 und 

Ifenprodil) auf die Proliferation und Migration muriner und humaner T- 

Lymphozyten? 

➢ Wirkt Memantin bei der Therapie von Alzheimer-Patienten auf periphere Blut-T- 

Lymphozyten? 

➢ Beeinflusst die Inhibition  von  Kv1.3-Kanälen  durch  Memantin  den  Zelltod 

akuter Leukämiezellen? 
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2.2 Material und Methoden 

2.2.1 Verwendete Zellen 

Die zellulären und molekularen Analysen zur Signalgebung, Proliferation, Migration und dem 

Zelltod erfolgten an: 

(1) CD3+ und CD4+ T-Zellen aus der Milz oder den Lymphknoten von C57BL/6 Mäusen 

(2) humanen CD3+ bzw. CD4+ T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder 

Probanden und Patienten mit Alzheimer Demenz 

(3) humanen lymphatischen und myeloischen akuten Leukämie-Zelllinien 

(4) peripheren mononukleären Blutzellen und Knochenmarkzellen von Patienten mit akuter 

Leukämie (ALL, AML). 

 
Für die Versuche mit murinen Lymphozyten wurden keine Tierversuchsgenehmigungen 

benötigt. Peripheres Blut von gesunden Spendern und Alzheimer-Patienten (Ethiknummer: 

MD133/13) sowie peripheres Blut und Knochenmarkzellen von Patienten mit akuter 

Leukämie (Ethiknumer: MD 115/08, MD 40/13) wurden nach schriftlichem Konsent der 

Patienten und in Übereinstimmung mit der "Deklaration von Helsinki" gewonnen und 

eingesetzt. 

 
2.2.2 Methoden 

Methodisch eingesetzt wurden: Zellisolation mittels MACS, Multi-colour Durchfluss- 

zytometrie, Western-Blot, quantitative PCR (qPCR), Migration im Transwell-System, 

Lumineszenzmessung mittels Photometer, [3H]-Thymidin-Einbau und lentivirale Transduktion 

(Abb.4a-c). Einige methodische Besonderheiten werden zum besseren Verständnis der 

Versuche in den entsprechenden Ergebniskapiteln aufgeführt. Detaillierte Kultur- und 

Stimulationsbedingungen, Methoden und Materialien sind in den Abschnitten Material and 

Methods der jeweiligen Veröffentlichung angegeben. 

 
 

 

3 ERGEBNISSE 
 

 

3.1 Auswirkungen von NMDAR-Antagonisten auf die Funktion muriner T-Zellen 

3.1.1 Proliferation muriner T-Zellen unter Einfluss von NMDAR-Antagonisten 

Die Existenz funktionaler NMDARen in T-Lymphozyten wurde aufgrund des Nachweises von 

NMDAR-Untereinheiten auf mRNA-Ebene und der Wirkung von Glutamat und NMDAR- 

Antagonisten auf humane Lymphozyten-Effektorfunktionen postuliert. In unserem SFB854- 

Twin-Forschungsprojekt wurde mittels Patch-Clamp-Analysen und GluN1 (NMDAR) knock- 
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out Mäusen jedoch aufgedeckt, dass die Existenz funktionaler NMDARen in T-Zellen 

zumindest fragwürdig ist, und die NMDAR-Antagonisten Memantin, Ifenprodil und MK-801 in 

humanen und murinen T-Lymphozyten Kv1.3- und KCa3.1-Kaliumkanäle hemmen [108, 109]. 

Im Rahmen der Dissertation habe ich die Auswirkungen der NMDAR-Antagonisten auf die 

Alloantigen-induzierte Proliferation und Chemokin-induzierte Migration von Lymphozyten 

untersucht. Die dazu gewonnenen Daten sind in die Publikation P1 eingeflossen. 

 
Zur Analyse der Proliferation muriner T-Lymphozyten unter Einwirkung von NMDAR- 

Antagonisten wurden CD4+ T-Lymphozyten aus den Lymphknoten von C57/BL6 Mäusen 

isoliert, diese in MLRs durch bestrahlte (30 Gy) Splenozyten aus Balb/C Mäusen aktiviert 

und für 5 Tage in Anwesenheit der NMDAR-Antagonisten kultiviert. Die allogene T- 

Zellstimulation stellt im Vergleich zur CD3-Antikörper-basierten Stimulation einen 

physiologischeren Ansatz der T-Zellaktivierung dar. Die Proliferation wurde mittels [3H]- 

Thymidineinbau bestimmt (Abb.4a). Zugabe von Memantin, MK-801 oder Ifenprodil führte zu 

einer dosisabhängigen Reduktion der allogenen Aktivierung und Proliferation muriner CD4+ 

T-Zellen. Die IC50 für Memantin lag bei 5-10 µM und eine Proliferationsinhibition war ab 1 µM 

Memantin nachweisbar. Ifenprodil hemmte die Proliferation am effektivsten, mit einer IC50 

von 1 µM (P1, Abb.1D). 

 
 

 
[3H-Methyl]-Thymidin 

Abb.4a: Messung der Proliferation von Lymphozyten in vitro mittels 

[3H-Methyl]-Thymidin. Bei der [3H]-Thymidin-Inkorporation wird der 

Zellkultur radioaktiv-markiertes [3H-Methyl]-Thymidin) zugesetzt. Dieses 

wird nach Aufnahme von den Zellen durch die Thymidinkinase zu 

Thymidintriphosphat (TTP) phosphoryliert und während der S-Phase des 

Zellzyklus in die DNA eingebaut. Die eingebaute Radioaktivität kann 

mittels Szintillationszähler (Betastrahler) gemessen werden und ist 

proportional zur Zellteilung. Abb. modifiziert nach: Bading et al. 1994. 

 

 

3.1.2 Migration muriner T-Zellen unter Einfluss von NMDAR-Antagonisten 

Aktivierte Lymphozyten migrieren entlang Chemokingradienten, z.B. von SDF-1α und 

CCL21, vom peripheren Blut in die verschiedenen Gewebe, um dort ihre spezifische 

Funktion auszuüben. SDF-1α bindet an CXCR4-Rezeptoren und CCL21 an CCR7- 

Rezeptoren auf Lymphozyten. Die Chemokin-induzierte Migration muriner T-Zellen der Milz 

in An- und Abwesenheit des NMDAR-Antagonisten Ifenprodil wurde in vitro im Transwell- 

Migrationssystem bestimmt (Abb.4b). Ifenprodil (10 µM und 50 µM) hemmte die SDF-1α- 

induzierte Migration von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten dosisabhängig um 60-90%. Die 

CCL21-induzierte Migration der T-Zellen wurde durch Ifenprodil ebenfalls um 50-70% 

reduziert (P1, Abb.4E). 
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Abb.4b: Migration von T-Lymphozyten im Transwell-System. Nach 

Vorbehandlung mit Memantin oder Ifenprodil werden die T-Zellen im zuvor 

mit Fibronektin beschichteten Insert platziert. Durch dessen Poren 

(Durchmesser 3.0 µm) migrieren die Zellen bei 37°C in Richtung des 

Chemokins SDF-1α oder CCL21. Nach 150 min wird die Migration durch 

Zugabe von EDTA beendet. Die Zellzahl der migrierten Zellen im Medium 

wird mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Abb.: eigene Darstellung. 

 

Fibronektin 
 

Erwähnt sei in diesem Zusammenhang, dass auch die SDF-1α- und CCL21-induzierte 

Migration muriner B-Zellen im Transwell-Migrationssystem durch Ifenprodil (30 µM) um ~70% 

im Vergleich zu unbehandelten B-Zellen vermindert wurde ([240], Simma et al., 2014: Figure 

4A). 

 
➢ NMDAR-Antagonisten inhibieren die Alloantigen-induzierte Proliferation muriner T- 

Lymphozyten sowie die SDF-1α- und CCL21-induzierte Migration muriner T- und B- 

Lymphozyten. 

➢ Über die Hemmung der Proliferation und Migration könnten NMDAR-Antagonisten 

die adaptive Immunantwort wesentlich beeinflussen. 

 

3.2 Auswirkungen von Memantin auf humane T-Zellen 

3.2.1 Wirkung von Memantin auf T-Zellen gesunder Spender 

Zur Wirkung des NMDAR-Antagonisten Memantin auf humane T-Zellen in vitro oder in vivo 

lagen keine Veröffentlichungen vor. In Hinblick auf die berichteten infektiösen  

Komplikationen bei Memantin-behandelten Patienten und der möglichen Beteiligung von T- 

Zellen an der Immunpathogenese der Alzheimer Demenz war ein Schwerpunkt meiner Arbeit 

zu klären, inwieweit Memantin humane T-Lymphozyten beeinflusst. Die dazu gewonnenen 

Daten wurden in der Publikation P2 veröffentlicht. 

 
Zunächst habe ich die Auswirkungen von Memantin auf die Proliferation CD3+ T-Zellen aus 

dem peripheren Blut gesunder Probanden in MLRs mittels [3H]-Thymidineinbau bestimmt. 

Memantin hemmte die Proliferation humaner T-Zellen auf allogene Stimuli von bestrahlten 

HLA-inkompatiblen Spenderzellen dosisabhängig und mit einer IC50 von ~20 µM (P2, 

Abb.1A, rechts). Auf Alloantigene reagieren in MLRs vorwiegend TH1-Zellen, für deren 

Differenzierung der Transkriptionsfaktor T-bet maßgeblich ist [241, 242]. Intrazelluläre 

Färbungen für T-bet mittels Durchflusszytometrie zeigten, dass Memantin (20 µM und 50 

µM)  die Anzahl T-bet-positiver  T-Zellen in den MLRs  konzentrationsabhängig  um  50-65% 

SDF-1α 

 
T-Zellen 
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reduziert. Dies weist auf eine supprimierte T-Zellaktivierung und TH1-Bildung unter 

Memantingabe hin (P2, Abb.1B). Die Proliferation humaner T-Zellen nach Stimulation mit 

einem "starken" TCR-Stimulus durch CD3-Antikörper wurde durch Memantin ebenfalls 

gehemmt (IC50 ~40 µM) (P2, Abb.1A, links). Dagegen wurde die durch die Mitogene 

PMA/Ionomycin induzierte Proliferation humaner T-Zellen durch Memantin nur marginal 

reduziert (P2, Abb.1A, mittig). Somit scheint die inhibitorische Wirkung von Memantin auf die 

Proliferation mit der Dosis des Pharmakons und invers mit der „Stärke“ der T-Zellstimulation 

zu korrelieren. Gedächtnis-T-Zellen weisen eine niedrigere Aktivierungsschwelle auf als 

naive T-Zellen [43]. Es war daher interessant zu klären, ob Memantin die Proliferation 

spezifischer T-Zellsubpopulationen aus dem peripheren Blut gesunder Spender 

unterschiedlich beeinflusst. Memantin hemmte die Proliferation naiver CD45RO- CD4+ T- 

Zellen sowie von CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen. Letztere waren allerdings weniger 

sensitiv für Memantin, da sie erst bei einer Konzentration von 30-50 µM Memantin, naive 

CD45RO- CD4+ T-Zellen dagegen bereits durch 1-10 µM Memantin signifikant gehemmt 

wurden (P2, Abb.1C). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen zur Proliferation zeigte 

meine Kollegin Dr. T. Bose in Patch-Clamp-Analysen, dass zur Blockade von Kv1.3-Kanälen 

auf aktivierten CD3+ T-Zellen und CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen höhere Memantin- 

konzentrationen notwendig sind als zur Blockade von Kv1.3-Kanälen auf ruhenden CD3+ T- 

Zellen und naiven CD45RO- CD4+ T-Zellen [109, 202]. 

 
Analog zu murinen T-Zellen wurde die Migration humaner T-Zellen in Anwesenheit von SDF- 

1α und Memantin im Transwell-System untersucht. Bei Zugabe von 20 µM Memantin 

migrierten ca. 50% weniger CD4+ und CD8+ T-Zellen durch die Transwell-Membran in das 

SDF-1α-haltige Kulturmedium (P2, Abb.3A). Um auszuschließen, dass die verminderte 

Migration auf eine verringerte Adhäsion zurückzuführen ist, wurde der Migrationstest auch 

ohne Beschichtung der Transwell-Membran mit Fibronektin durchgeführt. Da vergleichbare 

Ergebnisse vorgefunden wurden, ist davon auszugehen, dass Memantin die Chemokin- 

induzierte Motilität humaner T-Zellen mindert (P2, Abb.3B). 

 
➢ Memantin reduziert die TCR-induzierte Proliferation naiver sowie aktivierter 

humaner CD4+ T-Zellen und vermindert die SDF1α-induzierte Migration humaner T- 

Zellen in vitro. 

 
3.2.2 Reaktivität von T-Zellen Memantin-behandelter Alzheimer-Patienten 

In den in vitro Analysen waren relativ hohe Memantin-Konzentrationen erforderlich, um die T- 

Zellaktivität zu blockieren. Die bei der Therapie der Alzheimer Demenz eingesetzte 

Standarddosierung von Memantin (10-20 mg/Tag) führt im steady state zu einer 
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Serumkonzentration von Memantin <1 µM [121]. Es stellte sich daher die Frage, ob die in 

vitro vorgefundenen inhibitorischen Effekte von Memantin auf humane T-Lymphozyten von 

klinischer Relevanz sind. Um diesen zentralen Punkt zu klären, habe ich die ex vivo T- 

Zellreaktivität von Alzheimer-Patienten analysiert, die mit Memantin in therapeutischer 

Standarddosierung behandelt wurden. Diese Versuche wurden in Kooperation mit PD Dr. S. 

Busse aus der Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie der Medizinischen Fakultät 

Magdeburg durchgeführt. Schriftliches Einverständnis der Alzheimer-Patienten über 

Blutentnahmen zu Forschungszwecken und die Genehmigung durch die Ethikkommission 

lagen vor. Peripheres Blut der Alzheimer-Patienten wurde zu drei Zeitpunkten entnommen: 

zu Z1, nach Diagnosestellung und vor Memantin-Therapie; zu Z2, nach einer Woche 

Therapie mit 10 mg/Tag Memantin und zu Z3, nach weiteren 11 Wochen Therapie mit 20 

mg/Tag Memantin, d.h. einer Gesamtbehandlungszeit von 12 Wochen (P2, Abb.4A). 

 
Zu den Zeitpunkten Z1-Z3 wurden CD4+ T-Zellen aus dem peripheren Blut der jeweils selben 

Alzheimer-Patienten isoliert und die T-Zell-Alloreaktivität auf PBMCs (periphere 

mononukleäre Blutzellen) eines jeweils gleichen gesunden Spenders in MLRs mittels [3H]- 

Thymidineinbau bestimmt. Dadurch sollten mögliche individuelle Veränderungen in der 

Proliferationsfähigkeit der CD4+ T-Zellen auf Alloantigene während der Memantin-Therapie 

aufgedeckt werden. Nach einer Woche Memantin-Behandlung proliferierten bei der Mehrzahl 

der untersuchten Patienten (10 von 13) die CD4+ T-Zellen bereits signifikant schlechter im 

Vergleich zur Proliferationsaktivität vor Memantin-Gabe. Nach 12 Wochen Memantin- 

Therapie wurde nur noch ein Fünftel der initialen Proliferationswerte erreicht. Die CD4+ T- 

Zellen von 3 Patienten zeigten ein anderes Verhalten, mit initial (nach 1 Woche) leicht 

gesteigerter und nach 12 Wochen wiederum reduzierter T-Zellproliferation. Die T- 

Zellproliferation aller getesteten Patienten zeigte nach 12 Wochen (Z3) eine Reduktion auf 

durchschnittlich 32% der Proliferationswerte vor Memantin-Behandlung (Z1) (P2, Abb.4B). 

Memantin-Behandlung der Alzheimer-Patienten induzierte somit eine ausgeprägte und über 

mehrere Wochen andauernde Proliferationshemmung der CD4+ T-Zellen, die fortbestand, 

obwohl die CD4+ T-Zellen ex vivo in Memantin-freiem Medium kultiviert wurden. 

 
Weiterhin zeigte sich unter Therapie mit Memantin eine markante Veränderung in der 

Zusammensetzung der T-Zellpopulationen im Blut der Alzheimer-Patienten. Mittels 

Oberflächenfärbung und Durchflusszytometrie wurde eine Abnahme von CD45RO+ CD4+ 

Gedächtnis-T-Zellen im Blut nachgewiesen. Verglichen mit dem Zeitpunkt Z1 vor Memantin- 

Behandlung war der prozentuale Anteil CD45RO+ CD4+ Zellen zu Z2 um 22% und zu Z3 um 

56% dezimiert, wobei der prozentuale Gesamtanteil von CD4+ Zellen im Blut konstant blieb 

(P2, Abb.4C). Memantin scheint somit insbesondere auf Gedächtnis-T-Zellen zu wirken. 
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Wie durch meine Kollegin Dr. T. Bose gezeigt und zuvor erläutert, wird die Wirkung von 

Memantin auf humane T-Zellen höchstwahrscheinlich über die Hemmung von Kv1.3-Kanälen 

vermittelt. Daher wurde die Expression der Kv1.3-Kanäle unter Memantin-Behandlung mittels 

FACS-Färbung und Durchflusszytometrie bestimmt. Sowohl naive CD45RO- CD4+ als auch 

CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen der Alzheimer-Patienten wiesen bei Memantingabe 

eine gesteigerte Expression von Kv1.3-Kanälen auf. Die relative Kv1.3-Oberflächen- 

expression auf CD45RO- und CD45RO+ CD4+ T-Zellen war zu Z2 um 60% bzw. 55% und zu 

Z3 um 29% und 18% erhöht (P2, Abb.5B). Dies könnte eine kompensatorische 

Hochregulation der Kv1.3-Kanäle als Toleranzmechanismus bei pharmakologischer 

Hemmung darstellen. Die erhöhte Expression von Kv1.3-Kanälen korrelierte mit verminderten 

Kv1.3-Kanalströmen zum Zeitpunkt Z2 nach 1 Woche Memantin-Behandlung, während die 

Kv1.3-Ströme zum Zeitpunkt Z3 nach 12 Wochen vergleichbar mit denen zu Z1 vor 

Memantin-Behandlung waren (Patch-Clamp-Daten meiner Kollegin Dr. T. Bose) [109, 202]. 

Es ist zu betonen, dass trotz einer „Normalisierung“ der Kv1.3-Kanalexpression und des 

Kv1.3-Stromes zum Zeitpunkt Z3 auf Werte vor Memantin-Behandlung (Z1), die T- 

Zellreaktiviät auf allogene Stimulation zu Z3 dennoch gestört war. Somit scheint eine 

„transiente“ Hemmung von Kv1.3-Kanälen durch Memantin eine länger andauernde 

Verminderung der T-Zell-Reaktivität hervorrufen zu können. 

 
➢ Therapeutische Memantingabe bei Alzheimer-Patienten führt zu einer Hemmung 

von Kv1.3-Kanälen auf CD4+ T-Lymphozyten, vermindert deren ex vivo Reaktivität 

auf allogene Stimuli und führt zu einer Abnahme CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T- 

Zellen im peripheren Blut. 

 
3.3 Kv1.3-Kanal-Inaktivierung als neue Therapieoption für akute Leukämien 

3.3.1 Genetische und pharmakologische Kv1.3-Kanal-Inaktivierung in T-ALL- 

Zellen 

Abnorm gesteigerte Proliferation und aberrante Migration sind Merkmale neoplastischer 

Zellen. In Hinblick auf die suppressive Wirkung von Memantin auf die Proliferation und 

Migration humaner T-Zellen und der signifikanten Reaktivitätshemmung von CD4+ T-Zellen 

Memantin-behandelter Patienten, habe ich im zweiten Schwerpunkt meiner Dissertations- 

arbeit untersucht, inwiefern eine Hemmung von Kv1.3-Kanälen durch Memantin für die 

Behandlung akuter Leukämien von Bedeutung sein könnte (Publikation P3). 

 
Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen wurden mit der akuten T-Zell-Leukämie- 

Zelllinie Jurkat (JE6-1) durchgeführt. Die Expression von Kv1.3-Kanälen auf Jurkat-Zellen 

wurde mehrfach beschrieben [156, 243] und mit Kv1.3-Antikörperfärbung und 
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Durchflusszytometrie von mir bestätigt (P3, Abb.S1a). In Zusammenarbeit mit Prof. T. 

Fischer und Prof. F. Heidel (Klinik für Hämatologie und Onkologie der Medizinischen Fakultät 

Magdeburg) wurde Kv1.3 mRNA in Jurkat-Zellen mittels RNA-Interferenz durch lentivirale 

Transduktion herunterreguliert, um die Bedeutung von Kv1.3-Kanälen für Jurkat-Zellen zu 

untersuchen. Die Selektion virus-infizierter Jurkat-Zellen erfolgte über Puromycin-Resistenz. 

Von fünf getesteten Kv1.3 shRNAs (small hairpin Ribonukleinsäure) wurden zwei shRNAs mit 

der höchsten Effizienz des Kv1.3 knock-down für die weiteren Versuche eingesetzt. Die 

Effizienz der lentiviralen Transduktion betrug ca. 85% und resultierte in einer 40-50%igen 

Reduktion der Kv1.3 mRNA im Vergleich zu Kontrollinfektionen mit scrambled shRNA (scr- 

shRNA) (P3, Abb.S1b). Der Zelltod der Jurkat-Zellen wurde mit Propidiumjodid (PI)- oder 

SYTOX-Färbung bestimmt (Abb.4c). An Tag 7 nach Infektion betrug der Anteil SYTOX- 

positiver toter Zellen 90%, während die scr-shRNA Kontrollzellen zu mehr als 90% vital 

blieben (P3, Abb.1d). 

 
 

Methode Messinstrument Prinzip Darstellung avitaler Zellen 

FSC/SSC Durchflusszytometrie Größe und Granularität klein, z.T. erhöhte Granularität 

SYTOX ® 

Blue 

Durchflusszytometrie Aufnahme durch Zellen mit 

defekter Zellmembran und 
Bindung an Nukleinsäuren 

avitale Zellen SYTOX®-positiv 

Propidium- 

jodid (PI) 

Durchflusszytometrie Aufnahme durch Zellen mit 

defekter Zellmembran und 
Bindung an Nukleinsäuren 

avitale Zellen PI-positiv 

Annexin V- 

FITC 
Durchflusszytometrie Bindung an externalisiertes 

Phosphatidylserin 
früh-apoptotische Zellen positiv für 
Annexin V-Fluoreszenz 

Zytochrom 

C (CytC) 

Durchflusszytometrie Bindung eines fluoreszenz- 

markierten monoklonalen 

CytC-Antikörpers an 
mitochondriales CytC 

apoptotische Zellen mit intrinsischem 

Apoptoseweg zeigen niedrige CytC- 

Fluoreszenz 

Caspasen Western-Blot Nachweis fragmentierter 

aktivierter Caspasen 

apoptotische Zelle über 

intrinsischen/extrinsischen/terminalen 

Weg: Fragmentierung von Caspase- 
9/ Caspase-8/Caspase-3 

Abb.4c: Verwendete Methoden zur Bestimmung des Zelltodes von T-Lymphozyten. Die Tabelle gibt 

einen Überblick über die in der Arbeit verwendeten in vitro Methoden zur Bestimmung des Zelltodes. 

 

Cytarabin (AraC) ist ein sehr wirksames und häufig eingesetztes Zytostatikum bei der 

Behandlung akuter Leukämien. Es wurde daher getestet, welchen Einfluss eine zusätzliche 

AraC-Exposition auf die Kv1.3-shRNA-infizierten Jurkat-Zellen hat. Die Gabe von 20 nM 

AraC 48 Stunden nach lentiviraler shRNA-Infektion steigerte den Zelltod der Jurkat-Zellen an 

Tag 5 von 70-80% auf über 95% (P3, Abb.2c). Diese Daten unterstreichen die 

Bedeutsamkeit von Kv1.3-Kanälen für das Überleben neoplastischer T-Lymphozyten und 

weisen darauf hin, dass Kv1.3-Kanal-Inaktivierung in Kombination mit Chemotherapie die 

Todesrate akut leukämischer Zellen steigern könnte. 
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Für die klinische Anwendung ist nur eine pharmakologische Kv1.3-Kanal-Inaktivierung 

zweckmäßig. Zur spezifischen Hemmung von Kv1.3-Kanälen wurden zahlreiche Pharmaka 

entwickelt und getestet [193, 194, 244]. Jedoch sind bisher keine spezifischen Kv1.3- 

Inhibitoren klinisch zugelassen. Wie in Patch-Clamp-Analysen von Dr. Bose gezeigt,  

blockiert Memantin Kv1.3-Kanäle auf Jurkat-Zellen [109, 202]. Da Memantin auch von älteren 

Patienten gut vertragen wird [74] und wie von uns gezeigt in der Standarddosierung eine T- 

Zell-Hemmung in vivo hervorruft [202], wurde die Wirkung von Memantin auf Jurkat-Zellen 

detaillierter untersucht. FSC/SSC (forward scatter/side scatter)-Profile und PI-Färbungen in 

der Durchflusszytometrie zeigten, dass Memantin allein in Konzentrationen >200 µM in 

Jurkat-Zellen Zelltod induziert (P3, Abb.1c). Somit könnte Memantin zur pharmakologischen 

Blockade von Kv1.3-Kanälen auf neoplastischen T-Lymphozyten geeignet sein. 

 
➢ Partieller knock-down von Kv1.3 mRNA führt zum Zelltod von Jurkat-Zellen. 

➢ Memantin in hohen Konzentrationen (> 200 µM) induziert Zelltod in Jurkat-Zellen. 

 
 

3.3.2 Kombinationsbehandlung von Jurkat-Zellen mit Memantin und AraC 

Für die weiteren Analysen wurde Memantin zur pharmakologischen Blockade von Kv1.3- 

Kanälen eingesetzt und mit AraC kombiniert. Diese Versuche sollten klären, ob und wie 

Memantin den zytotoxischen Effekt von AraC verstärkt. Dabei wurde Memantin meistens in 

einer Konzentration von 100 µM eingesetzt, da diese Konzentration allein keinen relevanten 

Effekt auf den Zelltod von Jurkat-Zellen hatte und inhibitorische Wirkungen von Memantin in 

dieser Konzentration voll abgedeckt sein sollten. Jurkat-Zellen blieben jeweils unbehandelt, 

wurden mit AraC allein, mit Memantin allein oder mit AraC plus Memantin kultiviert. 

 
Als Maß für die Vitalität der Jurkat-Zellen nach Behandlung mit Memantin und AraC für 72 h 

wurde der zelluläre ATP-Gehalt mittels Cell Titer Glo Assay® bestimmt. AraC (30 nM) allein 

reduzierte den ATP-Gehalt in Jurkat-Zellen um ~50%, während Memantin allein den ATP- 

Gehalt erst bei einer Konzentration von 200 µM verringerte. Kombination von AraC mit 

Memantin (50/100/200 µM) führte dosisabhängig zu einer weiteren Reduktion des ATP- 

Gehalts um 13-67% im Vergleich zu alleiniger AraC-Behandlung (P3, Abb.2d), so dass eine 

Kobehandlung mit Memantin die Vitalität der Jurkat-Zellen deutlich reduziert. Memantin allein 

zeigte keinen Einfluss auf die Proliferation der Jurkat-Zellen. In Kombination verstärkte 

Memantin jedoch die AraC-induzierte proliferative Inhibition um das 3-fache (P3, Abb.2e) 

und arretierte den Zellzyklus in der S-Phase im Vergleich zu alleiniger AraC-Behandlung 

(Abb.5a). 
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Abb.5a: Memantin/AraC-Behandlung von Jurkat-Zellen führt zu Zellzyklusarrest. Jurkat-Zellen wurden 

mit den angegebenen Konzentrationen von Memantin und AraC behandelt und der Zellzyklus nach 72 h 

mittels PI-Färbung und Durchflusszytometrie analysiert (links ist ein repräsentatives Histogramm gezeigt). Der 

Graph zeigt den Prozentsatz von Zellen in den Zellzyklusphasen sub-Go/1, Go/1, S und M/G2 von n=5 

Experimenten mit Mittelwert +/- SD. Signifikanzen wurden mittels Student's t-Test bestimmt; p*<0.05, p**< 

0.01, p***<0.001. 

 
 

Hinsichtlich der Induktion von Zelltod in Jurkat-Zellen bei Memantin/AraC-Behandlung wurde 

AraC (20-100 nM) und Memantin (25, 50, 100 µM) titriert. Bei AraC-Konzentrationen von 40- 

60 nM war die Zunahme des Zelltodes durch Memantin am größten (P3, Abb.2a). Versuche 

zum Zelltod mit konstanten Pharmaka-Verhältnissen (constant drug ratio) und Bestimmung 

des combination index (CI) und dose reduction index (DRI) mit der Chou-Talalay-Methode 

[245] zeigten bei Memantin/AraC-Kombination additive (CI=1) bis synergistische (CI<1) 

Effekte auf den Zelltod von Jurkat-Zellen. Der DRI von AraC bei Zugabe von Memantin für 

Jurkat-Zellen war >1 ab einer affektierten Fraktion (Fa) von 0.1. Bei der für die Therapie von 

Neoplasien relevant erachteten Fa von 0.97 betrug der DRI von AraC 2.4, d.h. dass bei 97% 

abgetöteter Zellen die Dosis von AraC um das 2,4-fache gegenüber alleiniger AraC- 

Behandlung reduziert werden kann (P3, Abb.2b). 

 
➢ Memantin verstärkt die AraC-induzierte   Proliferationshemmung und steigert 

synergistisch den AraC-induzierten Zelltod in Jurkat-Zellen. 

 
3.3.3 Signalgebung in Memantin/AraC-behandelten Jurkat-Zellen 

Die PI-3K-AKT-mTOR- und ERK1/2-Signalwege sind in akuten Leukämien oftmals 

überaktiviert und vermitteln einen aggressiven Phänotyp und Therapieresistenz [213-217]. 

Beide Signalwege sind daher wichtige therapeutische Zielstrukturen [219-221]. Allerdings 

wird zunehmend ersichtlich, dass aufgrund kompensatorischer Verstärkung anderer 

Signalwege bei Hemmung einzelner Signalproteine oder Signalkaskaden mehrere 

Signalwege gleichzeitig gehemmt werden müssen, um eine effektive Proliferationshemmung 

oder klinisch relevanten Zelltod zu erreichen. 
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Mittels Western-Blot wurde die Wirkung der Memantin/AraC-Koapplikation auf die 

Signalgebung in Jurkat-Zellen bestimmt. Im Vergleich zu alleiniger AraC-Gabe führte 

Memantin/AraC-Kombinationsbehandlung zu einer verstärkten Reduktion von pAKT, pS6 

sowie von pERK1/2 und c-MYC, einem gemeinsamen Zielprotein von AKT und ERK1/2 (P3, 

Abb.3). Die Expression von pJNK (c-Jun-N-terminale Kinase) und dem Transkriptionsfaktor 

c-Jun wurde durch Memantin dagegen nicht beeinflusst. 

 
➢ Memantin-Koapplikation verstärkt die Inhibition der AKT-mTOR-S6 und ERK1/2- 

c-MYC-Signalgebung in AraC-behandelten Jurkat-Zellen. 

 
3.3.4 Zelltodmechanismen in Memantin/AraC-behandelten Jurkat-Zellen 

Weiterführend wurde untersucht, ob die Förderung des Zelltodes in Jurkat-Zellen durch 

Memantin über den extrinsischen (Caspase-8-abhängigen)  oder intrinsischen 

mitochondrialen (CytC- und Caspase-9-vermittelten) Apoptoseweg verläuft. In Western Blot- 

Analysen zeigten weder AraC noch Memantin oder die Kombination beider Pharmaka einen 

Einfluss auf die Aktivierung der Caspase-8 (P3, Abb.S2a), in Einklang mit der Literatur über 

den AraC-vermittelten Zelltod [246]. Caspase-8-defiziente Jurkat-Zellen wiesen zudem eine 

vergleichbare Steigerung  des AraC-induzierten Zelltods durch Memantin auf wie 

rekonstitutierte Caspase-8-haltige Kontrollzellen (P3, Abb.S2b). 

 
Beim intrinsischen Apoptoseweg transloziert das pro-apoptotische Protein Bax zur äußeren 

mitochondrialen Membran (OMM), hemmt die mitoKv1.3-Kanäle und bewirkt die Freisetzung 

von CytC ins Zytoplasma. Der CytC-Gehalt in T-Zellen kann mittels fluorochrommarkierten 

CytC-spezifischen Antikörpern und Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt werden [247]. 

Zellen, die dem intrinsischen Zelltod unterliegen, weisen eine geringere CytC-spezifische 

Fluoreszenz (CytClow) auf. Memantin erhöhte den prozentualen Anteil an CytClow Jurkat- 

Zellen um das 1,9-fache im Vergleich zur alleinigen AraC-Behandlung (P3, Abb.4a). Die 

Expression aktiver Caspase-9, die durch mitochondriale CytC-Freisetzung aktiviert wird, war 

bei Memantin/AraC-Kobehandlung um das 1,6-fache gesteigert (P3, Abb.4b links) und die 

Expression aktiver Effektor-Caspase-3 um das 4-fache (P3, Abb.4b rechts). Konsistent mit 

diesen Ergebnissen war in Caspase-9-defizienten Jurkat-Zellen, im Gegensatz zu Caspase- 

9-rekonstituierten Kontrollzellen, keine Steigerung des AraC-induzierten Zelltods durch 

Memantin nachweisbar (P3, Abb.4c). 

 
➢ Memantin fördert die CytC-Freisetzung und Aktivierung von Caspase-9 und 

Caspase-3 in AraC-behandelten Jurkat-Zellen, d.h. steigert die intrinsische 

Apoptose. 
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Eine zusammenfasende schematische Darstellung der durch Memantin/AraC-Behandlung 

beeinflussten Signalproteine in Jurkat-Zellen ist in Abb.6 im Diskussionsteil gezeigt. 

 
3.3.5 Kombinationsbehandlung von AML-Zelllinien mit Memantin und AraC 

Etwa 80% der akuten Leukämien im Erwachsenenalter sind myeloischen Ursprungs. Es 

sollte daher geklärt werden, ob eine Memantin/AraC-Kombinationsbehandlung auch bei 

AML-Zelllinien zu verstärktem Zelltod führt. Dahingehend wurden die AML-Zelllinien OCI- 

AML-3 (NPM-1 (Nukleophosmin-1)-mutiert), Molm-13 (FLT-3-ITD-positiv (fms like tyrosine 

kinase 3 internal tandem duplication)) und HL-60 untersucht. In den AML-Zelllinien induzierte 

Memantin erst in hohen Dosen Zelltod (Abb.5b), steigerte jedoch dosisabhängig bei 

Konzentrationen von 25-100 µM den AraC-induzierten Zelltod (P3, Abb.5b). 

 

Abb.5b: Memantin in hohen Konzentrationen induziert Zelltod in AML-Zelllinien. Molm-13-, HL-60- und 

OCI-AML3-Zellen wurden 72 h mit Memantin kultiviert und der Zelltod mittels PI-Färbung bestimmt. Die 

Graphen zeigen den Prozentsatz PI+ toter Zellen von n=5 Experimenten mit Mittelwert + SD. Signifikanzen 

wurden mittels Student´s t-Test bestimmt; p*<0.05, p**< 0.01, p***<0.001. 

 
 
 

Chou-Talalay-Analysen von Experimenten mit konstanten Pharmaka-Verhältnissen zeigten 

synergistische Effekte der Memantin/AraC-Behandlung (CI-Werte von 0.46-0.97) für die drei 

AML-Zelllinien. DRI-Werte für AraC bei Memantin-Zugabe lagen bei 5.4 für OCI-AML3, 1.8 

für Molm-13 und 7.7 für HL-60. Dies zeigt, dass durch Zugabe von Memantin die Dosis von 

AraC deutlich reduziert werden kann, um vergleichbar hohen Zelltod wie bei alleiniger AraC- 

Behandlung zu erreichen (P3, Abb.S3c). In den Zelllinien erhöhte Memantin auch den Anteil 

von CytClow Zellen um das 2-2.5-fache im Vergleich zur alleinigen AraC-Behandlung (P3, 

Abb.5c). 

 
➢ Memantin verstärkt die AraC-induzierte CytC-Freisetzung und damit den 

intrinsischen Apoptoseweg in Molm-13-, OCI-AML-3- und HL-60-Zellen. 

➢ Memantin+AraC wirken synergistisch bei der Induktion des Zelltodes in den drei 

AML-Zelllinen. 
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3.3.6 Wirkung von Memantin/AraC auf den Zelltod primärer Blasten von ALL- 

und AML-Patienten 

Die Ergebnisse von den Analysen der akut leukämischen Zelllinien ließen vermuten, dass 

eine Memantin/AraC-Kombinationstherapie für Patienten mit akuter lymphatischer oder 

akuter myeloischer Leukämie unterschiedlichen genetischen Risikoprofils geeignet sein 

könnte. Um eine potentielle klinische Bedeutung einer Memantin/AraC-Kombinationstherapie 

zu bekräftigen, wurden primäre leukämische Blasten von Patienten mit ALL und AML 

hinsichtlich eines gesteigerten Zelltodes bei Memantin/AraC-Behandlung untersucht. Primäre 

ALL-Blasten (1 Patient) und AML-Blasten (6 Patienten) aus dem peripheren Blut oder 

Knochenmark waren im Gegensatz zu den ALL- und AML-Zelllinien sensitiver für Memantin, 

da alleinige Memantin-Behandlung bereits Zelltod induzierte (Abb.5c). 

 

Abb.5c: Memantin steigert den AraC-induzierten Zelltod primärer AML-Blasten. PBMCs bzw. 

Knochenmarkzellen von 6 AML-Patienten wurden mit Memantin und AraC behandelt und der Zelltod nach 72 h 

mittels PI-Färbung bestimmt. Die Graphen zeigen den Prozentsatz PI+ toter Zellen aus Triplett-Ansätzen mit 

Mittelwert + SD. Signifikanzen wurden mittels Student´s t-Test bestimmt; p*<0.05, p**< 0.01, p***<0.001. 

 

Da primäre Blasten ex vivo, ungleich der Zelllinien, bereits nach kurzer Kulturzeit auch ohne 

AraC sterben, ist zu vermuten, dass Wachstumsfaktorentzug und Mangel anderer 

überlebensfördernder Signale einen initialen Apoptose-auslösenden Faktor darstellen, der 

durch Memantin sodann verstärkt wird. In allen untersuchten Patienten-Proben steigerte 

Memantin zudem den AraC-induzierten Zelltod (P3, T-ALL: Abb.2g; AML: Abb.5c).  

Analysen von Knochenmark-Blasten von 10 weiteren AML-Patienten durch Dr. S.C. 
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Nimmagadda und Prof. U. Bommhardt bestätigten, dass Memantin den AraC-induzierten 

Zelltod in primären AML-Blasten signifikant erhöht ([248], Figure 6b/c). In primären (nicht- 

neoplastischen) humanen T-Zellen führte Memantin (100 µM) sowohl bei alleiniger 

Exposition als auch in Kombination mit AraC zu keiner Steigerung des Zelltodes (P3, 

Abb.2h). Memantin/AraC-Kombinationsbehandlung scheint daher präferentiell auf neo- 

plastische Zellen zu wirken und geringe Toxizität auf "normale" T-Zellen zu haben. 

 
➢ Memantin fördert synergistisch mit AraC den Zelltod primärer akut leukämischer 

Blasten. 

➢ Kombination des klassischen Zytostatikum AraC mit dem Kv1.3-Kanal-Blocker 

Memantin könnte eine neue Therapieoption für ALL- und AML-Patienten darstellen. 

 
 

 

4 DISKUSSION UND AUSBLICK 
 

 

Memantin wird als neuronaler NMDAR-Antagonist in der Therapie der Alzheimer Demenz 

langjährig klinisch eingesetzt und ist auch für ältere Patienten und in höheren Dosen gut 

verträglich. In der Arbeitsgruppe wurde zuvor nachgewiesen, dass Memantin in  

Lymphozyten Kv1.3-Kalium-Kanäle hemmt. In dieser Arbeit wurden fortführend die 

Auswirkungen von Memantin auf Lymphozytenfunktionen in vitro und in vivo untersucht. 

Memantin supprimierte die Alloantigen-induzierte Proliferation und Chemokin-induzierte 

Migration humaner und muriner T-Lymphozyten in vitro. Die Proliferationsinhibition durch 

Memantin war dabei invers mit der „Stärke“ der T-Zellstimulation korreliert (P2, Abb.1A), in 

Übereinstimmung mit Kv1.3-Kanal-Blockade durch spezifische Kv1.3-Blocker [249]. Im 

Vergleich zu murinen T-Lymphozyten (IC50: 5-10 µM) waren zur Proliferationshemmung 

humaner T-Zellen (IC50: ~20 µM) etwa doppelt so hohe Memantinkonzentrationen 

erforderlich (P1, Abb.1D und P2, Abb.1A, rechts). Dies könnte durch die höhere Expression 

von Kv1.3-Kanälen auf ruhenden humanen T-Zellen im Vergleich zu murinen T-Zellen [24] 

bedingt sein. Da Memantin auch die Proliferation von B-Lymphozyten inhibierte ([240], Daten 

hier nicht gezeigt) könnte Memantin die adaptive Immunanwort grundlegend beeinflussen. 

 
Ausgehend von den in vitro erhobenen Daten mit relativ hohen Memantin-Konzentrationen 

stellte sich die Frage, ob Memantin Lymphozyten in vivo beeinflusst und somit für 

immunologische Prozesse von klinischer Bedeutung ist. Die Untersuchungen an Alzheimer- 

Patienten deckten auf, dass T-Zellen von Alzheimer-Patienten bei Memantin-Behandlung ex 

vivo eine reduzierte Proliferation gegenüber Alloantigenen aufweisen (P2, Abb.4B) und 
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bestätigen somit die klinische Relevanz einer T-Zell-Funktionshemmung durch Memantin. T- 

Zellen einzelner Alzheimer-Patienten (3 von 13) zeigten eine initial (Z2, nach 1 Woche 

Memantin-Behandlung) gesteigerte und erst nach längerer Behandlung (Z3, 12 Wochen) 

eine reduzierte Proliferationsrate (P2, Abb.4B, rechts). Dafür können Patienten-individuelle 

Faktoren, wie Komedikation und pharmakokinetische Faktoren sowie ggf. unregelmäßige 

Medikamenteneinnahme, ursächlich sein. Auffällig war weiterhin, dass die Alzheimer- 

Patienten nach Memantin-Behandlung eine Reduktion von CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T- 

Zellen im peripheren Blut aufwiesen (P2, Abb.4C). Die in vitro Proliferation CD4+ 

Gedächtnis-T-Zellen gesunder Spender war im Vergleich zu naiven T-Zellen durch Memantin 

allerdings weniger supprimiert (P2, Abb.1C). Daher ist zu vermuten, dass die Abnahme 

CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen im peripheren Blut der Alzheimer-Patienten unter 

Memantin-Behandlung auf eine verminderte Migration ins Blut bzw. Zirkulation im Blut 

zurückzuführen ist. Dies wäre in Einklang mit der nachgewiesen reduzierten in vitro Migration 

humaner T-Zellen gesunder Spender bei Memantin-Exposition (P2, Abb.3A/B) und ist 

möglicherweise durch die Assoziation von Kv1.3-Kanälen mit ß1-Integrinen bedingt [250]. Da 

in der Immunpathogenese der Alzheimer Demenz ein pathologisch erhöhter Anteil von 

Gedächtnis-T-Zellen im Blut beschrieben wurde [148, 251], könnte Memantin insbesondere 

CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen modulieren und diese „Abweichung" korrigieren. Die 

vorliegenden in vitro und ex vivo Daten zur Inhibition der T- und B-Zellfunktion durch 

Memantin könnten auch zu den beobachteten infektiösen Komplikationen unter Memantin- 

Behandlung beitragen und weisen auf einen möglichen therapeutischen Benefit von 

Memantin im Rahmen der Immunpathogenese der Alzheimer Demenz hin. Daher sollte die 

Rolle von T-Zellen und B-Zellen bei der Neuroinflammation der Alzheimer Demenz zukünftig 

intensiver untersucht werden, etwa hinsichtlich der Aß-spezifischen T-Zellantwort und 

Zytokinexpressionsmustern. In Mausmodellen der Alzheimer Demenz wäre interessant zu 

klären, ob Memantin die beschriebenen abnormen TH1- und Gedächtnis-T-Zellfunktionen 

sowie die Migration der Lymphozyten verändert. Zudem sollten die Auswirkungen von 

Memantin auf die Mikroglia, Endothelzellen und andere an der Neuroinflammation der 

Alzheimer Demenz beteiligten Zellen in Betracht gezogen werden. 

 
Memantin in Standarddosierung (20 mg/Tag) zur Behandlung der Alzheimer Demenz liegt im 

steady state in vivo in Konzentrationen von <1 µM vor. Effektive Memantin-Konzentrationen 

in vitro liegen mit 10-50 µM wesentlich höher. Dies lässt vermuten, dass bei Memantin- 

Applikation in vivo weitere Aspekte relevant werden. Zu diesen gehören die Interaktion von 

T-Lymphozyten mit anderen Immunzellen, eine höhere Zelldichte, pharmakokinetische 

Parameter, wie transient hohe Spitzenkonzentrationen und Halbwertszeit, sowie die tägliche 

repetitive Gabe von Memantin, zumal in vitro Memantin nur einmal zu Beginn der 
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Zellkulturen zugesetzt wurde. In diesem Zusammenhang wäre auch die Bestimmung der 

Kv1.3-Expression und Kv1.3-Kanalströme zu weiteren Zeitpunkten der Memantin-Behandlung 

interessant, um zu klären, wie schnell und wie lange eine Kv1.3-Kanal-Inhibition vorliegt. Es 

müsste auch geklärt werden, wie lange die beoabachte reduzierte T-Zellreaktivität nach 

Absetzen von Memantin vorliegt. 

 
Die vorliegenden Resultate sprechen dafür, dass Memantin als Kv1.3-Kanal-Blocker für neue 

therapeutische Ansätze zur Beeinflussung der Immunantwort von Interesse ist. Da Memantin 

die Alloreaktivität von T-Lymphoyzten supprimiert, könnte es ein vielversprechendes 

Therapeutikum bei der Therapie von Autoimmunerkrankungen, Transplantatabstoßungs- 

reaktionen oder der GvHD sein. Kv1.3-Kanäle regulieren die Proliferation und den Zelltod von 

Lymphozyten [23, 24, 180] und eine aberrante Expression von Kv1.3-Kanälen wurde in 

Leukämien und malignen soliden Tumoren nachgewiesen [179, 234, 236-239]. Es wurde 

daher fortführend untersucht, ob Kv1.3-Blockade mittels Memantin für Leukämietherapien 

von Interesse sein könnte, zumal kein Pharmakon zur spezifischen Kv1.3-Kanal-Blockade 

klinisch zugelassen ist. Meine Analysen bestätigen, dass das Überleben neoplastischer T- 

Zellen stark von Kv1.3-Kanälen abhängt und zeigen erstmals, dass pharmakologische Kv1.3- 

Kanal-Blockade mit Memantin den AraC-induzierten Zelltod von ALL- sowie AML-Zellen 

verstärkt. Insbesondere für betagte oder multimorbide Patienten mit akuter Leukämie werden 

dringlich adäquate Therapien benötigt. Die effektivere Zelltodinduktion durch die  

Kombination von AraC mit Memantin eröffnet daher eine interessante alternative Option zur 

palliativen Therapie akuter Leukämien. 

 
Obgleich Memantin (100 µM) allein den Zelltod von Jurkat-Zellen kaum beeinflusste, 

steigerte es synergistisch den AraC-induzierten Zelltod und verstärkte signifikant die AraC- 

induzierte Proliferationshemmung. Dies deutet daraufhin, dass AraC als initialer 

apoptotischer Stimulus wirkt und die Translokation von Bax zum mitoKv1.3-Kanal auslöst 

[180, 182]. Memantin verstärkt sodann durch Inhibition der mitoKv1.3-Kanäle die 

mitochondriale CytC-Freisetzung und konsekutive Aktivierung von Caspase-9 und Caspase- 

3, was durch die vorliegenden Daten unterstützt wird (P3, Abb.4k). Diese Hypothese setzt 

voraus, dass Memantin in die Zelle eindringen kann, wozu bisher jedoch keine Publikationen 

vorliegen. Molekulare Untersuchungen zum synergistischen Effekt von Memantin und AraC 

zeigten eine verstärkte Blockade der AKT/mTOR/S6- sowie ERK1/2/c-MYC-Signalwege in 

Jurkat-Zellen. Die gleichzeitige Hemmung zweier zentraler Signalwege für Wachstum und 

Proliferation bei Memantin-Koappliaktion ist bedeutsam, weil die beschriebene 

kompensatorische Hochregulation von ERK1/2 bei alleiniger Hemmung des AKT-Signalwegs 

und eine dadurch hervorgerufene Resistenzentwicklung unterbunden werden könnte [229, 



37  

252, 253]. In Abb.6 sind die untersuchten und durch Memantin beeinflussten 

Signalmoleküle/wege schematisch zusammengefasst. 

 
 

 

 

Abb.6: Memantin steigert den AraC-induzierten Zellzyklusarrest und Zelltod in Jurkat T-Zell- 

Leukämiezellen. Schematische Darstellung der untersuchten durch Memantin gehemmten (rot), aktivierten 

(blau) und unbeeinflussten (schwarz) Signalmoleküle. K
v
1.3-Blockade durch Memantin verstärkt die AraC- 

induzierte Hemmung der Signalproteine AKT-mTOR-S6, ERK1/2 und c-MYC. Der Zellzyklus wird am Übergang 

der G
1
-S-Phase arretiert. Weiterhin steigert Memantin den durch AraC induzierten Zelltod über den 

mitochondrialen Apoptoseweg mit Zytochrom C (CytC)-Freisetzung und Aktivierung der Caspase-9 und 

Caspase-3. PTP: Permeabilisationstransitionspore, ROS: reaktive Sauerstoffspezies, CAD: Caspasen-aktivierte 

DNAse. Abb.: eigene Darstellung. 

 

Eine vergleichbare gesteigerte Hemmung von AKT und ERK1/2 wurde auch in der AML- 

Zelllinie Molm-13 vorgefunden (Daten von Dr. C. Cammann erhoben, [248]), ebenso wie eine 

gesteigerte CytC-Freisetzung. Es ist daher naheliegend, dass Memantin/AraC- 

Kobehandlung bei beiden Zelltypen - und wahrscheinlich einer Vielzahl unterschiedlicher 

akuter Leukämiezellen - den Zelltod über vergleichbare Mechanismen verstärkt. Dies ist in 

Hinblick auf die biologische Heterogenität akuter Leukämien, besonders bei  älteren 

Patienten [207], von Interesse, da Memantin-Kobehandlung bei einer Vielzahl leukämischer 

Patientenblasten lymphatischen und myeloischen Urspungs effektiv sein könnte, was durch 

die vorliegenden Patienten-Daten untermauert wird. Für Memantin als Adjuvanz im Rahmen 

eines palliativen Therapieschemas mit LDAC (low dose AraC) spricht weiterhin, dass die 
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synergistische Wirkung von Memantin auf den Zelltod bei niedrigen AraC-Konzentrationen, 

wie sie bei LDAC-Behandlung erreicht werden, auftritt. Da Memantin die Blut-Hirn-Schranke 

überwindet, ist es zudem im Rahmen der Prophylaxe bzw. Therapie einer Meningeosis 

leukemica mit AraC einsetzbar. 

Da Memantin in Standarddosierung in vivo die Funktion nicht-neoplastischer T-Zellen 

beeinflusst, ist dies bei einer Memantin/AraC-Kombination zur ALL/AML-Therapie zu 

berücksichtigen. Das Ausmaß der T-Zellsuppression in der Leukämie-Therapie ist relevant 

hinsichtlich der verbundenen Infektanfälligkeit der Patienten, insbesondere auf 

Virusinfektionen. Zudem leisten T-Zellen einen kritischen Beitrag zur Antitumor-Immunität 

und die negative Beeinflussung von T-Zellen in der Umgebung solider Tumore über Kv1.3- 

Kanäle wurde bereits als interessante Immunevasion herausgestellt [254]. Im Weiteren 

wären in vivo Untersuchungen zur optimalen Dosierung von Memantin in Hinblick auf die T- 

Zell- und allgemeine hämatologische Inhibition notwendig. Aufgrund der stärkeren 

Vergleichbarkeit humaner T-Zellen mit Ratten-T-Zellen als mit murinen T-Zellen hinsichtlich 

des Expressions- und Regulationsmusters von Kv1.3-Kanälen, wären für in vivo Versuche 

Rattenmodelle in Betacht zu ziehen [188]. Fortführende in vivo Versuche waren im Rahmen 

der Dissertation leider nicht möglich. Memantin besitzt eine große therapeutische Breite, 

wobei akzidentielle Dosierungen bis zum 10-fachen der Standarddosis, d.h. 200 mg/Tag, 

ohne bedeutsame Toxizität beobachtet wurden [121]. Somit könnten für die Therapie akuter 

Leukämien auch punktuelle höhere Memantindosen eingesetzt werden. Dies eröffnet einen 

vielversprechenden Dosierungsspielraum für eine effektive und verträgliche Memantin/AraC- 

Kombinationsbehandlung bei akuten Leukämien. 

 
Fortgeschrittenes Alter ist ein wesentlicher Risikofaktor für Neoplasien sowie Alzheimer 

Demenz. Der Alterungsprozess geht mit gehäuftem Auftreten chronischer Inflammation, 

mitochondrialer Dysfunktion und oxidativem Stress einher. In Folge kommt es verstärkt zu 

DNA-Schäden, zur Störung der oxidativen Energiegewinnung im Mitochondrium sowie zu 

abnormen Mitosen und aberrantem Zellzyklus [53, 255-257]. Weiterhin werden in betroffenen 

Zellen zentrale Signalwege für Proliferation und Überleben übermäßig aktiviert, wie der 

ERK1/2- und der PI3-K-AKT-mTOR Signalweg [258, 259]. Im Rahmen der Kanzerogenese 

wird damit die ungehemmte Proliferation und Migration, d.h. Metastasierung, begünstigt, 

während bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer Demenz, der 

amyloidogene Signalweg und die Tau-Hyperphosphorylierung gefördert werden [256]. 

Dennoch wird eine inverse Assoziation zwischen Neoplasien und neurodegenerativen 

Erkrankungen beobachtet: Patienten mit Neoplasien haben ein geringeres Risiko für 

Alzheimer Demenz und umgekehrt [260, 261]. Vermutet wird, dass die gleichen zellulären 

Alterungsprozesse bei teilungsfähigen Zellen Proliferation, bei Neuronen aber Apoptose 
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auslösen [256, 257]. Aufgrund gemeinsamer pathophysiologischer Mechanismen zwischen 

Neoplasien und neurodegenerativen Erkrankungen könnten übertragbare Therapiestrategien 

gefunden werden [257]. Beispielweise sind mTOR-Inhibitoren vielversprechende Pharmaka 

für Neoplasien sowie für die Alzheimer-Behandlung [223, 228, 262, 263]. Der Einsatz 

verschiedener monoklonaler Antikörper gegen Oberflächenmarker der Zielzelle haben die 

Prognose vieler Neoplasien stark verbessert [264, 265] und diese Antikörper werden auch  

für die Therapie der Alzheimer Demenz getestet [124]. Zytostatika haben im Alzheimer- 

Mausmodell die Bildung von Aß reduziert und die kognitive Funktion verbessert [266-268]. 

Meine Untersuchungen zur Wirkung von Memantin auf Lymphozyten und akute 

Leukämiezellen liefern erste Ansatzpunkte, dass Memantin, bisher für die Therapie der 

Alzheimer Demenz zugelassen, für Neoplasien ein vielversprechendes Ko-Therapeutikum 

sein könnte. 
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Zusammenfassung 
 

Das Pharmakon Memantin ist ein NMDA-Rezeptor-Antagonist und wird zur Behandlung der 

fortgeschrittenen Alzheimer Demenz klinisch eingesetzt. In Lymphozyten hemmt Memantin 

jedoch Kalium-Kanäle vom Kv1.3-Typ. Diese sind zentrale Regulatoren des 

Membranpotentials, der Proliferation und Apoptose von Lymphozyten und vielversprechende 

therapeutische Zielstrukturen. In der vorliegenden Promotionsschrift wurden die funktionellen 

Auswirkungen einer Kv1.3-Kanal-Hemmung mittels Memantin auf die Proliferation, Migration 

und den Zelltod von T-Lymphozyten und akuten Leukämiezellen untersucht. Memantin und 

die NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ifenprodil und MK801 hemmten die Alloantigen-induzierte 

Proliferation sowie die Chemokin-induzierte Migration humaner und muriner T-Lymphozyten 

in vitro. In mit Memantin in Standarddosierung behandelten Alzheimer-Patienten wurde eine 

Abnahme CD45RO+ CD4+ Gedächtnis-T-Zellen im peripheren Blut festgestellt, eine 

vermutlich kompensatorische Hochregulation von Kv1.3-Kanälen auf den TH-Zellen sowie 

eine verminderte ex vivo TH-Zell-Proliferation und TH1-Induktion auf Alloantigene. Klinisch 

eingesetzte Konzentrationen von Memantin bewirken demnach eine T-Zellfunktions- 

hemmung in vivo. Die inhibitorische Wirkung von Memantin auf TH-Zellen könnte einerseits 

die Immunpathogenese der Alzheimer Demenz mildern, aber auch die unter Memantin- 

Behandlung auftretende erhöhte Infektionsrate mitbedingen. Aufgrund der reduzierten TH1- 

Bildung und supprimierten Alloreaktivität könnte Memantin als Immunsuppressivum bei der 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder der Transplantatabstoßung von Interesse 

sein. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Inaktivierung von Kv1.3-Kanälen mittels 

Memantin für die Therapie akuter lymphatischer (ALL) und akuter myeloischer Leukämien 

(AML) von Bedeutung sein könnte. In Kombination mit dem weitläufig eingesetzten 

Chemotherapeutikum Cytarabin (AraC) förderte Memantin die Proliferationshemmung und 

steigerte synergistisch mit AraC den Zelltod von ALL- und AML-Zelllinien sowie von primären 

Blasten von Patienten mit akuter Leukämie. Dabei wurde eine verstärkte Inhibition der AKT- 

mTOR-S6-, ERK1/2- und c-MYC-Signalgebung sowie eine Verstärkung des intrinsischen 

Apoptosewegs durch erhöhte Freisetzung von mitochondrialem Zytochrom C und 

gesteigerter Aktivierung der Caspase-9 und Caspase-3 nachgewiesen. Da Memantin eine 

große therapeutische Breite besitzt und auch für ältere Patienten gut verträglich ist, könnte 

die Hemmung von Kv1.3-Kanälen mittels Memantin in Kombination mit dem klassischen 

Zytostatikum AraC eine vielversprechende neue Therapieoption, insbesondere für betagte 

oder multimorbide Patienten mit akuter Leukämie darstellen. 
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Immunosuppression by N-Methyl-D-Aspartate Receptor Antagonists Is
Mediated through Inhibition of Kv1.3 and KCa3.1 Channels in T Cells

Sascha Kahlfuß,a Narasimhulu Simma,a Judith Mankiewicz,a Tanima Bose,b Theresa Lowinus,a Stefan Klein-Hessling,c Rolf Sprengel,d

Burkhart Schraven,a Martin Heine,b Ursula Bommhardta

Institute of Molecular and Clinical Immunology, Otto von Guericke University Magdeburg, Magdeburg, Germanya; Leibniz Institute for Neurobiology, Magdeburg,
Germanyb; Institute of Pathology, University of Würzburg, Würzburg, Germanyc; Max Planck Institute for Medical Research, Heidelberg, Germanyd

N-Methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) are ligand-gated ion channels that play an important role in neuronal development,
plasticity, and excitotoxicity. NMDAR antagonists are neuroprotective in animal models of neuronal diseases, and the NMDAR
open-channel blocker memantine is used to treat Alzheimer’s disease. In view of the clinical application of these pharmaceuticals
and the reported expression of NMDARs in immune cells, we analyzed the drug’s effects on T-cell function. NMDAR antagonists
inhibited antigen-specific T-cell proliferation and cytotoxicity of T cells and the migration of the cells toward chemokines. These
activities correlated with a reduction in T-cell receptor (TCR)-induced Ca2� mobilization and nuclear localization of NFATc1,
and they attenuated the activation of Erk1/2 and Akt. In the presence of antagonists, Th1 effector cells produced less interleu-
kin-2 (IL-2) and gamma interferon (IFN-�), whereas Th2 cells produced more IL-10 and IL-13. However, in NMDAR knockout
mice, the presumptive expression of functional NMDARs in wild-type T cells was inconclusive. Instead, inhibition of NMDAR
antagonists on the conductivity of Kv1.3 and KCa3.1 potassium channels was found. Hence, NMDAR antagonists are potent im-
munosuppressants with therapeutic potential in the treatment of immune diseases, but their effects on T cells have to be consid-
ered in that Kv1.3 and KCa3.1 channels are their major effectors.

N-Methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) and �-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptors

(AMPARs) are the main ionotropic glutamate receptors involved
in glutamatergic neurotransmission in the central nervous system.
Their functions in synaptic transmission and plasticity, long-term
potentiation/depression, and excitotoxicity are well established
(1). Heterotetrameric NMDARs consist of the obligatory dimer of
GluN1 subunit and a homodimeric or heterodimeric subunit
formed by GluN2A-D, GluN3, or GluN4 (2). Activation of
NMDARs requires the binding of glutamate or aspartate, the co-
agonist glycine or D-serine, and membrane depolarization. The
NMDAR opening kinetic depends on the subunit composition
and has profound consequences for downstream signaling path-
ways. NMDARs can sense different activation patterns and trigger
specific intracellular signaling cascades through the induction of
intracellular Ca2� changes at small domains below the neuronal
plasma membrane. Activation of protein kinase C members and
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) Erk1/2 and phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3-K)–Akt pathways culminates in the
induction of transcription factors that orchestrate specific gene
expression programs guiding neuronal homeostasis, death, or
plasticity (3). The location and composition of NMDARs in the
neuronal membrane are fundamental for the initiation of these
intracellular signaling events (4). NMDAR activity is effectively
blocked by ifenprodil, a noncompetitive antagonist that binds to
the GluN2B subunits of NMDARs, and by the noncompetitive
open-channel blockers MK801 and memantine (5). These phar-
maceuticals have been neuroprotective in animal models of
stroke, epilepsy, and experimental autoimmune encephalomyeli-
tis, and memantine is used to treat Alzheimer’s disease (6).
NMDARs themselves can be targets of immune attack as in anti-
NMDAR encephalitis, which is caused by autoantibodies directed
against the GluN1 subunit of NMDARs (7).

In recent years, evidence has emerged that immune cells, in-

cluding dendritic cells (DCs), release glutamate and can be regu-
lated by glutamate present in the bloodstream, peripheral organs,
and central nervous system (8, 9). NMDARs, AMPARs (GluA3
subunit), and metabotropic glutamate receptors (mGluRs)
(group 1) were found to be expressed in human peripheral blood
lymphocytes and Jurkat T cells and modulate their function (10–
14). For murine CD4� CD8� thymocytes in contact with antigen-
presenting DCs, inhibition of NMDARs regulated T-cell receptor
(TCR)-induced Ca2� flux and, thereby, the apoptosis of double-
positive cells (9).

For a beneficial therapeutic application of NMDAR antago-
nists, it is important to understand how they influence T-cell func-
tion and, thereby, the adaptive immune response. Here, we show
profound inhibition of CD4� and CD8� T-cell effector function
by NMDAR antagonists. The inhibition correlated with reduced
activation of major TCR-induced signaling pathways, including
Ca2� mobilization and activation of Erk1/2, Akt, and NFATc1.
Consistent with results reported previously (9), we detected
mRNA expression and positive immunoreactivity for NMDAR
subunits in thymocytes and peripheral T cells. However, GluN1
protein expression was not evident in wild-type (wt) thymocytes
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compared to control thymocytes from GluN1 knockout (KO)
mice. Assuming that the strong influence of NMDAR antagonist
pharmacology on Ca2�-mediated signaling involves off-target ef-
fects, we demonstrate that NMDAR antagonists inhibit the activ-
ity of Kv1.3 and KCa3.1 potassium channels. Hence, NMDAR an-
tagonists, which are potent immune modulators/suppressors,
seem to act via their inhibitory effects on Kv1.3 and KCa3.1 chan-
nels.

MATERIALS AND METHODS
Mice. wt C57BL/6 mice, BALB/c mice, OT2 TCR transgenic (tg) mice
(15), OT1 TCR tg mice (16), and NFATc1-EGFP mice (17) on a C57BL/6
background, at the age of 6 to 10 weeks, were used. GluN1 KO mice,
generated by crossing GluN1flx/flx with Cre deleter mice (18, 19), both on
a C57BL/6 background, and littermate mice were used within hours after
birth. All animal work was conducted in compliance with the German
Guidelines for the Use of Experimental Animals and was approved by the
Tierschutzaufsichtsbehörde of the State Saxony-Anhalt.

Antibodies, flow cytometry, and Th-cell differentiation. The follow-
ing antibodies (Abs) for cell isolation, cell stimulation, and flow cytometry
were obtained: CD4-fluorescein isothiocyanate (FITC) (GK1.5), CD8-
allophycocyanin (APC)-phycoerythrin (PE) (53-6.7), CD25-PE (7D4),
TCR-FITC (H57-597), CD69-PE (H1.2F3), CD44-FITC (IM7), CD3
(145.2C11), and CD28 (37.51), from BD Bioscience (San Jose, CA); CD4-
APC (GK1.5), from Biolegend (London, United Kingdom); CD3
(145.2C11), CD28 (37.51), CD127-PE (A7R34), interleukin-2 (IL-2)–PE
(JES6-5H4), gamma interferon (IFN-�)-PE (XMG1.2), IL-4 –PE (11B11),
IL-10 –PE (JES5-16E3), IL-13–PE (eBio13A), B220-FITC-PE (RA3-6B2),
and IgG2a-PE-FITC (eBR2a), from eBioscience (San Diego, CA); PE-
conjugated F(ab=)2 fragment donkey anti-rabbit IgG(H�L), IgG2b
(eBMG2b), and IgG2a (pk), from Dianova (Hamburg, Germany); rabbit
anti-mouse GluN1 (AGC-001), GluN2A (AGC-002), and GluN2B (AGC-
003), from Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel); mouse anti-mouse
GluN1 (M68), from Synaptic Systems (Göttingen, Germany); and phos-
phorylated Erk1/2 (pErk1/2) (Thr202/Tyr204), pS6 (S240/244), pAkt-Alexa
Fluor 488 (S473), and IgG2a-Alexa Fluor 488, from Cell Signaling (Beverly,
MA). Intracellular staining of NMDAR subunits, cytokines, or other sig-
naling proteins was performed with the FoxP3 staining kit from eBiosci-
ence after surface labeling with CD4, CD8, or B220 Abs. Primary Abs were
detected with PE-conjugated F(ab=)2 fragment donkey anti-rabbit
IgG(H�L). The specificity of GluN1, GluN2A, and GluN2B Abs was con-
trolled with subunit-specific peptides (Alomone Laboratories), which
were incubated with Abs for 30 min at room temperature in FoxP3 stain-
ing buffer. Ab-peptide conjugates were added to the cells, followed by
staining with PE-conjugated F(ab=)2 fragment donkey anti-rabbit
IgG(H�L) (data not shown). For measurement of intracellular cytokine
production, OT2 TCR tg (OT2) CD4� T cells were stimulated with
ovalbumin (OVA) peptide-loaded (amino acids [aa] 323 to 339) (10 �g/
ml; a gift of M. Gunzer) bone marrow-derived DCs (BMDCs) (pOVA-
DCs) in the cell ratios indicated. Anti-mouse IL-4 (2 �g/ml) (11B11) for
evaluation of Th1 polarization and anti-mouse IL-12 (3 �g/ml) (C18.2),
anti-mouse IFN-� (5 �g/ml) (AN-18) (all from Biolegend), and recom-
binant IL-4 (rIL-4) (20 U/ml; eBioscience) for skewing toward Th2 cells
were added to cell cultures on day 0. On day 5, cells were restimulated with
phorbol myristate acetate (PMA) and ionomycin (P/IO) (100 ng/ml each;
Calbiochem, Darmstadt, Germany) for 4 h in the presence of brefeldin A
(2 �g/ml; Calbiochem) and analyzed for the expression of intracellular
cytokines by flow cytometry using FACSFortessa and CellQuest Pro soft-
ware (BD Bioscience).

Generation of bone marrow-derived DCs. Bone marrow (BM) cells
were suspended in RPMI 1640 medium (Biochrom, Berlin, Germany)
reconstituted with 1% nonessential amino acids (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA), 5% fetal calf serum (FCS) (PAN Biotech, Aidenbach, Ger-
many), 1% L-glutamine (Gibco), 0.1% gentamicin (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany), 0.1% 2-mercaptoethanol (Gibco), IL-4 (48 ng/ml), and gran-

ulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (10 ng/ml)
from a hybridoma supernatant (a gift of M. Gunzer). A total of 3 � 106

BM cells/5 ml BMDC medium were cultured for 7 days. At day 3, 2 ml
medium was replaced by fresh BMDC medium, and at day 6, total me-
dium was replaced and cells were stimulated with lipopolysaccharide
(LPS) (20 ng/ml; Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) for 24 h. DCs,
used at day 9 or 10, were restimulated with LPS 24 h before the start of
experiments. Maturation of BMDCs was verified at day 7 by staining of
cells with Abs against major histocompatibility complex class II (MHC-
II), CD11c, CD80, and CD86 (BD Bioscience).

Cell isolation and proliferation assay. CD4� or CD8� T cells were
isolated from pooled lymph nodes by negative selection using a cocktail of
biotinylated Abs, NK1.1 (PK136), CD8� (53-6.7), CD4 (GK1.5), I-A/I-E
(2G9), CD45R/B220 (RA3-6B2), and Ter-119 (all from BD Bioscience),
and streptavidin magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). The purity of CD4� or CD8� T cells was routinely �90%.
Mature BMDCs (MHC-II� CD11c� CD80� CD86�) were pulsed with
OVA peptide (aa 323 to 339 [10 �g/ml] or aa 257 to 264 [SIINFEKL] [5
�g/ml]; AnaSpec, Fremont, CA) for 2 h and cultured with OT2 CD4� or
OT1 TCR tg (OT1) CD8� T cells, respectively. CD4� T cells (0.5 � 105 to
1 � 105) were stimulated with plate-bound CD3 Abs (3 or 10 �g/ml) or
CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respectively). For mixed-lymphocyte
reactions, 1 � 105 CD4� T cells from C57BL/6 mice were cocultured with
irradiated (3 Gy) splenocytes from BALB/c mice at 1:3 to 1:5 ratios for 5
days. Cells were cultured in the presence or absence of ifenprodil, MK801,
or memantine (diluted in double-distilled water [ddH2O] or phosphate-
buffered saline [PBS]) (Tocris, Bristol, Great Britain), at the concentra-
tions indicated, in complete RPMI 1640 medium–10% FCS. Proliferation
was measured by [3H]thymidine incorporation (0.2 �Ci/well; MP Bio-
medicals, Heidelberg, Germany) for 8 to 16 h at 24 or 48 h or after 5 days.
For analysis of cell cycle progression, OT1 or OT2 T cells were labeled with
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (5 �M; Invitrogen), cul-
tured with pOVA-loaded DCs for the indicated days, and then analyzed by
flow cytometry.

Measurement of apoptosis. Apoptosis was determined with apoptosis
detection kit 1 from BD Pharmingen. A total of 1 � 106 OT2 CD4� T cells
were left untreated or were activated with pOVA (aa 323 to 339)-loaded
BMDCs in a DC-to-T-cell ratio of 1:10 in the presence or absence of
NMDAR inhibitors for the indicated times. After harvest, cells were
stained with annexin V-FITC and propidium iodide (PI), according to the
manufacturer’s protocol, and analyzed by flow cytometry. The percentage
of vital cells was determined by gating on annexin V-negative (annexin
V�) PI� cells.

CTL assay. Lymph node cells from OT1 TCR tg mice were stimulated
with rIL-2 (20 ng/ml; Biolegend) and pOVA (1 �g/ml SIINFEKL) in com-
plete RPMI 1640 –10% FCS medium for 72 h. Cells were then expanded in
the presence of rIL-2 (20 ng/ml) for 1 to 2 days, and killing assays with
pOVA-loaded (5 �g/ml SIINFEKL) RMA-S target cells were performed in
triplicates in 96-well round-bottom plates. When indicated, cytotoxic T
lymphocytes (CTLs) were pretreated with ifenprodil (10 to 30 �M) for 20
min at 37°C. CTL assays were performed for 4 h at 37°C, cells were stained
with CD8-APC and annexin V-FITC, and the percentage of apoptotic
annexin V-positive (annexin V�) RMA-S cells was determined with flow
cytometry. The relative killing efficiency was calculated by relating the
percentage of apoptotic target cells to the ratio of CTLs to target cells.

RNA isolation and PCR. RNA from brain, thymocytes, and peripheral
T cells was isolated with TRIzol reagent (Life Technologies, Darmstadt,
Germany) and reverse transcribed with a First-Strand cDNA Synthesis kit
(Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany). Oligonucleotides for reverse
transcription-PCR (RT-PCR) and PCR, obtained from Apara Bioscience
GmbH, Denzlingen, Germany, were as follows: Fwd-	-actin (5=-CCAGG
TCATCACTATTGGCAAGGA-3=), Rev-	-actin (5=-GAGCAGTAATCT
CCTTCTGCATCC), Fwd-GAPDH (5=-CAAGGTCATCCATGACAACT
TTG), Rev-GAPDH (3= GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG), Fwd-
GluN1C1 (5=-TGTGTCCCTGTCCATACTCAAG-3=), Rev-GluN1C1
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(5=-GTCGGGCTCTGCTCTACCACTC-3=), Fwd GluN2A (5=-GGAGAA
GGGTACTCCAGCGCTGAA-3=), Rev GluN2A (5=-AGTCTGTGAGGA
GATAAAATCCAGC-3=), Fwd-GluN2B (5=-GCAAGCTTCTGTCATGC
TCAACATC-3=), and Rev-GluN2B (5=-GCTCTGCAGCTTCTTCAGCT
GATTC-3=) (20). wt and floxed GluN1 alleles and GluN1 excision were
analyzed by PCR using DNA isolated from tail, thymocytes, or brain;
primers used were as follows: forward (Fwd) primer 5=-CTGGGACTCA
GCTGTGCTGG-3= and reverse (Rev) primer 5=-AGGGGAGGCAACAC
TGTGGAC-3= for GluN1flox/wt and Fwd primer 5=-GAGAAAGACATGG
GGCATTATCC-3= for GluN1 excision.

Western blot analysis. Isolated CD4� T cells (5 � 106) were stimu-
lated with plate-bound CD3 Abs (10 �g/ml for short-term and 3 �g/ml
for long-term stimulation) or CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respec-
tively) in the presence or absence of ifenprodil (30 to 50 �M) for the
indicated time points. Cells were lysed to obtain total or cytoplasmic and
nuclear protein extracts as described previously (21). The protein lysate
obtained from T cells (5 to 15 �g), thymocytes (20 �g), or brain (5 �g)
was subjected to 8 to 10% SDS-PAGE. Separated proteins were transferred
onto a nitrocellulose membrane and blocked with 5% nonfat milk powder
in Tris-buffered saline–Tween (TBST). The expression/activation of sig-
naling proteins was analyzed by using primary Abs specific for pSrc (Y416),
phosphorylated phospholipase C-�1 (pPLC-�1) (Y783), pErk1/2 (Thr202/
Tyr204), pAkt (Ser473) (DE9), pS6 (S240/244), pmTOR (S2448), phosphory-
lated glycogen synthase kinase 3	 (pGSK3	) (S9) (all from Cell Signaling
Technology, Frankfurt, Germany), NFATc1 (7A6; Alexis Biochemicals,
Lörrach, Germany), GluN1 (Synaptic Systems), 	-actin (AC 40; Sigma-
Aldrich), and lamin B (Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA), fol-
lowed by horseradish peroxidase (HRP)-coupled mouse anti-rabbit, goat
anti-mouse, or donkey anti-goat secondary Abs (Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, Dianova) and detection with the ECL system
(Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, USA). The immune-reactive
bands were scanned and quantified with Kodak software.

Measurement of Ca2� flux. Lymph node cells from wt mice were
stained with 4 �M Indo-1 AM (Invitrogen, Molecular Probes) for 45 min
at 37°C. After being washed, the cells were stained for CD8 and B220 or
CD4 and B220 surface expression for 15 min, washed, and resuspended in
Hanks’ buffer (Biochrom) supplemented with 1 mM CaCl2. CD3-biotin
Abs (145.2C11) (10 �g/ml) plus streptavidin (25 �g/ml) (Dianova) were
added to induce Ca2� flux. The NMDAR antagonist ifenprodil (10 or 30
�M) was added for 5 min, followed by CD3 Ab and streptavidin treat-
ment. Toward the end of each measurement, ionomycin (2 �M; Calbi-
ochem) was added as a positive control for cell reactivity. Ca2� flux was
measured on an LSRII flow cytometer (BD Biosciences), data files were
transferred to FlowJo V3.6.1 (Tree Star, Ashland, OR), mean Ca2� flux
was determined for unlabeled CD4� or CD8� T cells, and data were
further processed with IgorPro5.04B software (WaveMetrics Inc., Port-
land, OR). For each graph, 
Ca2� flux was defined as the difference be-
tween the maximum and minimum values of Ca2� intensity.

Migration assay. Splenocytes (4 � 106), untreated or preincubated
with ifenprodil (30 and 50 �M) for 30 min in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Biochrom) supplemented with 0.1% bovine serum
albumin (BSA) and 10 mM HEPES (pH 7.4), were transferred into trans-
well chambers (6.5-mm diameter and 3.0-�m pore size; Corning Costar,
Tewksbury, MA) coated with fibronectin (6.5 �g/ml; Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland). Cells were allowed to migrate toward SDF1� (100
ng/ml) or CCL21 (300 ng/ml) (both from PeproTech, Hamburg, Ger-
many) for 150 min at 37°C, with migration in the absence of a chemokine
serving as the control. Migration was stopped by the addition of 0.1 M
EDTA. Migrated cells were stained with CD4 and CD8 Abs and measured
for 30 s with the FACSFortessa. Relative migration was calculated by di-
viding the number of cells that migrated in the presence of chemokine (set
as 1.0) by the number of cells that migrated in the absence of chemokine.

Confocal microscopy. CD4� T cells from OT2 TCR tg mice were
incubated for 10 min with LPS-matured and pOVA-loaded (10 �g/ml)
(aa 323 to 339) BMDCs in RPMI 1640 –10% FCS medium at a DC-to-T-

cell ratio of 1:3. Obtained DC–T-cell pairs or freshly isolated thymocytes
were transferred onto poly-L-lysine-coated slides (Marienfeld, König-
shofen, Germany). Cells were fixed with 2% paraformaldehyde for 15 min
at 37°C, permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 10 min, blocked with
1% BSA (Carl Roth GmbH) for 30 min at room temperature, and incu-
bated with Abs against GluN1 (Synaptic Systems) and GluN2B (Alomone
Labs) subunits or with isotype control Abs overnight at 4°C or for 2 h at
room temperature. Thereafter, cells were stained with goat anti-rabbit
F(ab=)2–Alexa Fluor 488 (Invitrogen) or donkey anti-mouse antibody–
Alexa Fluor 488 Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA) for 1 h at room temperature in the presence of phalloidin-Cy5 (Dyo-
mics, Jena, Germany). Confocal settings were the same for NMDAR-
specific, isotype, and control stainings with NMDAR subunit-specific
peptides. Images show the maximum-intensity projection of 3 planes (5
planes in Fig. S3 in the supplemental material) from a Z-stack. Image
acquisition was performed with a Leica TCS SP5 or STED confocal mi-
croscope (Leica, Houston, TX), and data were processed with ImageJ
software.

Electrophysiology. All experiments were carried out in the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique with an EPC10 amplifier and
PatchMaster v. 2.11 (HEKA Electronic, Lambrecht, Germany) at room
temperature (20°C to 24°C) and with CD4� T cells activated with CD3
and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respectively) for 48 h (22) or EL-4 lym-
phoma cells. Patch pipettes from borosilicate glass used for recordings had
a resistance of between 3 and 5 M�. Kv1.3 or KCa3.1 currents were re-
corded with an external solution of the following composition: 160 mM
NaCl, 4.5 mM KCl, 5 mM HEPES, 1 mM MgCl2, and 2 mM CaCl2 or 160
mM Na-aspartate, 4.5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, and 10 mM
HEPES, respectively. The pipette solution contained 162 mM KF, 11 mM
EGTA, 10 mM HEPES, 1 mM CaCl2, and 2 mM MgCl2 (23) or 145
mM K-aspartate, 8.5 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM EGTA, and 10 mM
HEPES (24, 25), respectively, adjusted to pH 7.4 for the external solution
and to pH 7.2 for the internal solution; osmolarity was set to 300 to 340
mOsm for both solutions. Kv1.3 currents were measured with depolariz-
ing voltage steps up to �60 mV from a holding potential of �80 mV every
30 s. KCa3.1 currents were elicited by a 200-ms voltage ramp from �120 to
�40 mV from a holding potential of �80 mV every 15 s. The sampling
rates were 50 kHz for Kv1.3 and 20 kHz for KCa3.1. Antagonists [ifen-
prodil, memantine, MK801, ketamine, and D-(�)-2-amino-5-phospho-
nopentanoic acid (D-APV) Tocris] at a constant inhibitor concentration
were added during the recording. Analysis of transient currents was per-
formed by using HEKA FitMaster v2x53. Amplitude values were trans-
ferred to GraphPad Prism 5.0 for analysis of the dose-response curve and
Hill slope.

Statistical analysis. Statistical differences in cell number, percentage,
mean fluorescence intensity, and proliferation were analyzed by the use of
Student’s t test or, in the case of more than two groups, by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by a posttest (Dunnett’s test) to
analyze individual differences. If not stated otherwise, data are given as
mean values � standard deviations (SD).

RESULTS
NMDAR antagonists inhibit T-cell proliferation. NMDAR ex-
pression was determined by the use of RT-PCR. mRNA for GluN1
and GluN2 subunits was detected in thymocytes and naive and
activated CD4� and CD8� T cells (Fig. 1A). To elucidate the im-
pact of NMDAR antagonists on T-cell activation, CD4� T cells
were stimulated with CD3 Abs at high (10 �g/ml) (Fig. 1B) and
lower (3 �g/ml) (Fig. 1C) Ab concentrations in the absence or
presence of the GluN2B antagonist ifenprodil or the open-channel
blockers MK801 and memantine. Both types of antagonists signif-
icantly reduced T-cell proliferation in a concentration-dependent
manner. In addition, low concentrations of the antagonists
strongly inhibited the proliferative response of CD4� T cells to
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alloantigens of BALB/c splenocytes in mixed-lymphocyte reac-
tions (Fig. 1D). Ifenprodil was the most effective of the three
agents in inhibiting proliferation. In the presence of IL-2 or upon
costimulation with CD28 Abs, ifenprodil had a significantly
weaker inhibitory effect on T-cell expansion than that found for T
cells stimulated with CD3 Abs only (Fig. 1E), suggesting that ifen-
prodil impairs TCR signaling and IL-2 production.

NMDAR antagonists lower TCR signaling strength. In order
to understand how NMDAR antagonists influence T-cell activa-
tion, we analyzed their effects on TCR-induced signaling. CD4�

and CD8� T cells, loaded with Indo-1 AM to monitor intracellular
Ca2� changes by flow cytometry, responded to TCR ligation with
a rapid increase in Ca2� concentrations. This effect was signifi-
cantly reduced by 10 �M ifenprodil and almost entirely blocked
by 30 �M (Fig. 2A). To address further signaling effects, CD4� T
cells were stimulated with plate-bound CD3 Abs or CD3 and
CD28 Abs in the presence or absence of an NMDAR antagonist,
and the activation of signaling mediators was determined by

Western blotting (Fig. 2B to D and F). Ifenprodil-treated CD4� T
cells had less activation of several TCR-induced signaling mole-
cules, including activation of the kinases Lck/Fyn, Erk1/2, and
Akt, than did untreated cells (Fig. 2B). Speculating that long-last-
ing signaling from the TCR could be influenced by NMDAR an-
tagonists, we analyzed CD4� T cells activated for 8, 16, and 24 h.
Phosphorylation of PLC-�1, GSK3	, mTOR, and S6 was reduced
at 16 h and 24 h in the presence of ifenprodil compared with the
response in untreated cells (Fig. 2C). This finding indicates a lower
or, in the case of GSK3	, an enhanced activity of these signaling
molecules during later phases of T-cell activation and, thus, a
long-ranging effect of ifenprodil on PLC-�1- and Akt-mediated
signaling events. In accordance with the rescued T-cell prolifera-
tion, CD3 and CD28 Ab-stimulated T cells had higher levels of
pPLC-�1, pGSK-3	, pmTOR, and pS6 after ifenprodil treatment
than did cells activated with CD3 Abs only (Fig. 2D).

The activity of cytosolic NFAT factors is controlled by several
serine/threonine protein kinases, intracellular Ca2� concentra-

FIG 1 NMDAR antagonists impair T-cell proliferation. (A) RT-PCR analysis of mRNA expression of NMDAR subunits GluN1, GluN2A, and GluN2B in
thymocytes, brain (br.), peripheral CD4� T cells, as well as CD4� and CD8� T cells activated with CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respectively) for the
indicated times. Actin or glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA expression levels served as the RT-PCR control. (B to E) CD4� T cells
were activated in the absence or presence of the NMDAR antagonist ifenprodil, MK801, or memantine at the concentrations indicated. Proliferation was
determined by measurement of [3H]thymidine incorporation (cpm) at 24 h or after 5 days (D). (B and C) Cells were activated with CD3 Abs at 10 �g/ml (B) or
3 �g/ml (C). (D) CD4� T cells were cocultured with irradiated splenocytes from BALB/c mice for 5 days. (E) CD4� T cells were stimulated with CD3 Abs (3
�g/ml) or CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respectively) with or without ifenprodil (50 �M) and IL-2 (20 U/ml). The data in panels B, C, and E show the
means and SD of triplicates and are representative of 2 to 3 experiments. Relative proliferation in panel D was calculated from 3 experiments. Significant P values
were calculated by the use of Student’s t test (�, P 
 0.05; ��, P 
 0.01; ���, P 
 0.001).
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tion ([Ca2�]i), and the Ca2�/calmodulin-dependent phosphatase
calcineurin. Calcineurin dephosphorylates NFAT proteins and
controls their nuclear localization, which leads to the transcrip-
tional induction of Nfatc1 (26, 27), among other genes. Activated

CD4� T cells from NFATc1-enhanced green fluorescent protein
(EGFP) reporter mice (17) exhibited a strong transcriptional in-
duction of NFATc1-EGFP (Fig. 2E). Ifenprodil treatment reduced
the percentage of cells expressing high levels of NFATc1-EGFP;

FIG 2 NMDAR antagonists attenuate TCR signaling. (A) Indo-1 AM-loaded CD4� T cells were activated with CD3 Abs (10 �g/ml) in the absence or presence
of ifenprodil. Ca2� flux was determined by flow cytometry. Ionomycin (IO) was added toward the end of each measurement. Data in the graphs show the mean
relative 
Ca2� flux and SD for CD4� and CD8� T cells, calculated from 3 experiments. 
Ca2� flux from cells activated without ifenprodil (none) was set to a
value of 1. (B to D and F) CD4� T cells were stimulated with 10 �g/ml (B) and 3 �g/ml (C and F) plate-bound CD3 Abs or CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml,
respectively) (D) without or with ifenprodil (50 �M [30 �M in panel D]). Total protein lysates (B) and cytoplasmic (C and D) and nuclear (F) protein extracts
were analyzed for the indicated signaling molecules by Western blotting, with actin and lamin B expression serving as the controls for protein loading. Data in
panels B and C are representative of three experiments, and those in panel D are representative of two experiments. (F) Nuclear protein extracts were analyzed
for NFATc1 expression. Data in the graph represent the mean relative expression levels of NFATc1 and SD at 24 h, calculated from two experiments. (E) Splenic
cells from NFATc1-EGFP reporter mice were activated with CD3 Abs (3 �g/ml) (2 experiments) (left), or pooled CD4� T cells isolated from three mice were
stimulated with CD3 Abs (3 �g/ml) or CD3 and CD28 Abs (3 and 5 �g/ml, respectively) (one experiment) (right), without or with ifenprodil or cyclosporine A
(100 ng/ml) for 24 h. Induction of NFATc1-EGFP was determined by flow cytometry. The percentage of cells with high-level expression of NFATc1-EGFP and
the mean fluorescence intensity (MFI) of NFATc1-EGFP are indicated. Data in the graph give the fluorescence intensity of NFATc1-EGFP in the indicated cell
populations as means and SD for three mice. Significant P values were calculated by the use of Student’s t test (��, P 
 0.01; ���, P 
 0.001).
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indeed, at high concentrations of the inhibitor, NFAT levels ap-
proached those found in T cells treated with cyclosporine, which
inhibits NFAT activation (28). However, upon CD3 and CD28 Ab
stimulation, NFATc1-EGFP induction was only mildly affected by
ifenprodil. The effect on prolonged NFAT activation was also ev-
ident in Western blot analyses, as CD3 Ab-activated CD4� T cells
had much less nuclear NFATc1 at 24 h in the presence of ifen-
prodil than the amount in cells not treated with ifenprodil (Fig.
2F). Hence, ifenprodil impairs T-cell activation by attenuating
important TCR-induced signaling events, including Ca2� flux
and the activation of PLC-�1, Erk1/2, Akt, and NFATc1, and this
inhibition can be compensated for, at least partially, by CD28
signaling (29–32).

NMDAR antagonists increase the threshold for antigen-in-
duced T-cell signaling and proliferation. NMDARs have been

shown to accumulate in the synaptic region of antigen-specific
thymocyte-DC contacts (9). Thus, we asked how much NMDAR
inhibitors influence the proliferation of OT2 CD4� T cells upon
activation by DCs presenting the cognate ovalbumin peptide
(pOVA-DCs) for tg OT2 TCR (15). At a T-cell-to-DC ratio of 1:1,
ifenprodil treatment had no significant effect on T-cell prolifera-
tion (Fig. 3A). However, at T-cell-to-DC ratios of 1:0.2 and 1:0.04,
ifenprodil reduced DNA synthesis by 39% and 88% at 24 h and by
23% and 92% at 48 h, respectively, compared with synthesis in
untreated cells. Likewise, cell division of OT2 CD4� T cells cul-
tured with pOVA-DCs at a ratio of 1:0.1 for 3 days was markedly
impaired when NMDAR inhibitors were applied (Fig. 3B). In ac-
cordance with decreased T-cell expansion, ifenprodil-treated OT2
CD4� T cells had increased surface expression levels of CD127, a
reduction in the expression levels of CD25 and CD69, and less

FIG 3 NMDAR antagonists alter antigen-induced T-cell signaling, proliferation, and survival. (A) OT2 CD4� T cells were activated with pOVA-loaded DCs at
the indicated ratios for 24 h or 48 h in the absence or presence of ifenprodil (30 �M). DNA synthesis, measured as [3H]thymidine incorporation (cpm), is shown
as means and SD of triplicates. Data in the graph are representative of three experiments. (B) CFSE-labeled OT2 CD4� T cells were activated with pOVA-loaded
DCs (T-cell-to-DC ratio of 1:0.1) in the absence or presence of ifenprodil and analyzed by flow cytometry at day 3. The number of cell divisions is indicated. Data
are representative of two experiments. (C and D) OT2 CD4� T cells, cultured with pOVA-loaded DCs for 24 h (C) or 4 h (D) without or with 30 �M (C) or 50
�M (D) ifenprodil, were analyzed for surface or intracellular expression of the indicated proteins by flow cytometry. The percentage of IL-2-expressing cells and
mean fluorescence intensity (MFI) values of the indicated proteins are given for untreated (bold line and boldface type) and ifenprodil-treated (dotted line and
lightface type) cells. Shaded histograms represent isotype staining. Data are the representative of two or three experiments. (E and F) OT2 CD4� T cells were
cultured with pOVA-loaded DCs for 24 h (E) or for the indicated time points (F), with or without ifenprodil (50 �M) or MK801 (100 �M), and apoptosis of cells
was determined by annexin V and propidium iodide staining. (E) The percentages of early (annexin V�) and late (annexin V�/PI�) apoptotic cells are indicated.
(F) Data in the graph show the mean survival indexes � SD, which were calculated by dividing the percentages of live (annexin V�/PI�) and apoptotic cells
determined at the indicated time points of culture. Data are representative of two independent experiments. Significant P values were calculated by the use of
Student’s t test (�, P 
 0.05; ��, P 
 0.01; ���, P 
 0.001).
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IL-2 production (Fig. 3C). Experiments performed with MK801
and irradiated pOVA-DCs yielded similar results (see Fig. S1A and
B in the supplemental material). As with peripheral T cells, pro-
liferation of OT2 TCR tg thymocytes activated by pOVA-DCs was
strongly impaired by ifenprodil, depending on the DC-to-thymo-
cyte ratio (see Fig. S1C in the supplemental material).

Next, we assessed whether NMDAR antagonists affect antigen-
induced signaling in a way similar to that of stimulation with CD3
Abs (Fig. 2). OT2 CD4� T cells, cultured with pOVA-DCs for 4 h
in the presence of ifenprodil, had similar TCR surface expression
levels but much less pErk1/2, pAkt, and pS6 than found in un-
treated cells (Fig. 3D). Thus, NMDAR antagonists dampen TCR
signaling and thereby alter the activation threshold needed for
T-cell proliferation.

The effect of NMDAR inhibitors on the survival of peripheral
antigen-specific T cells is unknown. Thus, we cultured OT2 CD4�

T cells with pOVA-DCs and analyzed induction of apoptosis.
When applied at high doses, ifenprodil (50 �M) or MK801 (100
�M) increased the percentage of cells undergoing early (annexin
V�/PI�) and late (annexin V�/PI�) apoptosis from 4% and 20%
in untreated cells to 9% and 26% at 24 h, respectively (Fig. 3E). In
time course experiments, the survival index of antagonist-treated
OT2 CD4� T cells was found to be reduced 6 h after the onset of
stimulation (Fig. 3F), suggesting that NMDAR antagonists
slightly affect the survival of activated CD4� T cells.

NMDAR antagonists modulate the cytokine secretion profile
of antigen-differentiated Th cells. Next, we addressed whether
NMDAR inhibitors influence cytokine secretion by Th1 and Th2
cells. Since proliferation was strongly blocked when NMDAR an-
tagonists were added at the beginning of T-cell–DC coculture, we
applied a low concentration (7 �M) of ifenprodil at 12 to 16 h after
activation of T cells (Fig. 4A and B). Under these conditions, cell
division of ifenprodil-treated OT2 CD4� T cells resembled that of
untreated cells (see Fig. S2A and B in the supplemental material),
an effect that enabled analysis of cytokines in cycling cell popula-
tions. In T-cell–DC cocultures skewed toward Th1 differentiation
(see Fig. S2C in the supplemental material) and treated with ifen-
prodil, the percentage of IL-2- or IFN-�-producing cells initially
was the same, but it was diminished by 20 to 30% in cells that had
undergone 5 to 6 cell cycles compared with the response in un-
treated cells (Fig. 4A). In T-cell–DC cocultures skewed toward
Th2 differentiation (see Fig. S2D in the supplemental material),
the addition of ifenprodil caused a marked reduction of IL-4-
producing cells in all cycling populations (Fig. 4B), but the per-
centage of OT2 CD4� T cells producing IL-10 or IL-13 was in-
creased 2- to 3-fold. Hence, NMDAR antagonists diminish
cytokine production of expanded Th1 effector cells and foster
IL-10 and IL-13 production by Th2 cells.

NMDAR antagonists decrease CTL activity and chemokine-
induced T-cell migration. The impact of NMDAR inhibitors on
CD8� T-cell activation is unknown. Thus, we monitored cell di-
vision of CFSE-labeled CD8� T cells from OT1 TCR tg mice (OT1
CD8�) activated by DCs presenting the SIINFEKL peptide from
ovalbumin, the cognate antigen for the OT1 TCR (16). Ifenprodil
impaired cell cycling, as 30% of OT1 CD8� T cells had undergone
5 cell divisions after 3 days, whereas only 11% of cells had done so
in the presence of the antagonist (Fig. 4C). To determine the kill-
ing capacity of CTLs in the presence of NMDAR antagonists, OT1
CD8� T-cell blasts were cultured with SIINFEKL-loaded RMA-S
T-lymphoma target cells. Annexin V staining of RMA-S target

cells revealed an average of 44% apoptotic cells within 4 h. Upon
addition of ifenprodil, the percentage of apoptotic RMA-S cells
declined by 18 to 34% (Fig. 4D), thus revealing an inhibitory effect
of NMDAR antagonists on CTL activity.

The chemokines SDF1� and CCL21 induce a migratory re-
sponse in naive T cells upon binding to their respective receptors,
CXCR4 and CCR7. Since T-cell migration to sites of inflammation
is fundamental for effective immune responses, we asked whether
chemokine-induced migration, which is a T-cell response inde-
pendent of TCR engagement, is also affected by ifenprodil. We
found 60 to 90% and 50 to 70% reductions in SDF1�- and CCL21-
induced T-cell migration, respectively (Fig. 4E). Therefore,
NMDAR antagonists attenuate/inhibit multiple effector functions
of T cells, including their migratory response to chemokines.

GluN1 protein expression in murine T cells is elusive. In pre-
vious work (9), GluN1 protein expression was detected in thymo-
cytes by intracellular staining and flow cytometry, and localization
of GluN1 subunits in the thymocyte-DC contact zone was shown
by confocal microscopy. Inspired by this work, we performed
similar experiments and apparently confirmed the results for
NMDAR subunit expression in thymocytes: we found expression
of GluN1, GluN2B, and GluN2A subunits in peripheral T cells
(see Fig. S3A and B in the supplemental material). Upon coculture
of OT2 CD4� T cells with pOVA-DCs, GluN1 and GluN2B sub-
units were detected in the immunological synapse, as shown by
confocal microscopy (see Fig. S3C and D in the supplemental
material). In Western blot analyses, GluN1 protein in thymocytes
and CD4� T cells (data not shown) appeared at a lower molecular
weight than GluN1 protein of brain lysate (Fig. 5C, lanes 1 to 3).
To prove that the detected protein is GluN1, we performed anal-
yses on thymocytes obtained from newborn GluN1 KO mice. PCR
and RT-PCR analyses showed the deletion of GluN1 at the DNA
and mRNA levels in thymocytes (Fig. 5A and B), and GluN1 pro-
tein was absent in brain samples (Fig. 5C, brain, lanes 4 and 5) but
not in thymocytes. These observations strongly suggest that the
GluN1 Ab does not detect GluN1 protein in thymocytes (Fig. 5C,
thymocytes, lanes 4 and 5). Intracellular fluorescence-activated
cell sorter (FACS) staining with two different GluN1 Abs and im-
munohistochemistry also showed identical staining for wt and
GluN1 KO thymocytes (Fig. 5D and E). Hence, on the protein
level, there is no evidence for expression of the obligatory GluN1
subunit of NMDARs in murine thymocytes and T cells. In addi-
tion, ifenprodil (10 to 30 �M) inhibited the proliferation of
GluN1 KO thymocytes in a way similar to that of wt thymocytes
(data not shown).

NMDAR antagonists inhibit Kv1.3 and KCa3.1 potassium
channels. In view of the above-described findings and the strong
effects of NMDAR pharmacology on Ca2�-dependent signaling, we
hypothesized that the effects of NMDAR antagonists on the TCR-
induced Ca2� signal involve Kv1.3 and KCa3.1 potassium channels.
These channels regulate T-cell activation by controlling membrane
potential and, hence, Ca2� flux into T cells (9, 33–35). Indeed, cur-
rent-clamp recordings of CD3 plus CD28 Ab-activated CD4� T cells
showed that ifenprodil (30 �M) and memantine (50 �M) depolar-
ized the membrane potential from ��50 mV to ��15 mV and
��20 mV, respectively (data not shown). We then recorded Kv1.3
and KCa3.1 channel-mediated currents in activated CD4� T cells in
the absence or presence of NMDAR antagonists and constructed
dose-response curves from the transient maximal current amplitude.
The obtained Hill slopes and 50% inhibitory concentrations (IC50s)
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FIG 4 NDMAR antagonists modulate cytokine secretion and CTL activity and migration. (A and B) CFSE-labeled OT2 CD4� T cells were cultured with
pOVA-loaded DCs (T-cell-to-DC ratio of 1:0.1) for 5 days under Th1-skewing (A) and Th2-skewing (B) conditions. Ifenprodil (7 �M) was added daily from days
2 to 4. The left histogram in panel A shows cell cycle progression, as determined by flow cytometry. The number of cell divisions is indicated; the black histogram
represents unstimulated cells. The production of the indicated cytokines in each cycling population in the absence (middle dot plot) or presence (right dot plot)
of ifenprodil was determined by intracellular staining and flow cytometry (dot plots). Cells were considered positive for cytokine expression on the basis of
isotype staining (left dot plot). In panels A and B, the data in the corresponding graphs show the mean percentages � SD of cytokine-producing cells in each
dividing population and in the total T-cell population. (C) CFSE-labeled OT1 CD8� T cells were stimulated by SIINFEKL-pulsed DCs (T-cell-to-DC ratio of
1:0.1), without (left) or with (right) ifenprodil (30 �M). Cell cycle progression of T cells was analyzed after 72 h by flow cytometry. The number of cell divisions
is indicated. The white histograms represent nonstimulated cells. (D) OT1 effector T cells were cultured with SIINFEKL-loaded RMA-S target cells for 4 h. The
percentage of apoptotic RMA-S cells was determined by annexin V staining and flow cytometry. Data in the graph give the mean relative killing efficiencies and
SD of CTLs in the presence of ifenprodil or in its absence, which was set to a value of 1. (E) The migration of CD4� and CD8� T cells toward SDF1� or CCL21
was determined in the absence or presence of ifenprodil. Data represent relative migration as means and SD. Except for panel C (n � 2), all data were calculated
from three experiments. Significant P values were calculated by the use of Student’s t test (�, P 
 0.05; ��, P 
 0.01; ���, P 
 0.001).
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for Kv1.3 channels in the presence of ifenprodil and memantine were
�1.5 and �1.9 and �35 �M and �45 �M, respectively (Fig. 6). For
KCa3.1 channels, Hill slopes and IC50s were �1.2 and �15 �M for
ifenprodil and �1.6 and �30 �� for memantine, respectively (Fig.
6). We also tested the effect of D-APV, a competitive NMDAR antag-
onist, on Kv1.3 channels in activated CD4� T cells (see Fig. S4A in the
supplemental material) and the effects of the NMDAR antagonists
ifenprodil, MK801, memantine, ketamine, and D-APV on Kv1.3
channel activity in EL-4 lymphoma cells (see Fig. S4B in the supple-
mental material). All inhibitors strongly blocked Kv1.3 channel cur-
rents, but in the case of D-APV, about 10-fold-higher concentrations
were needed to obtain inhibition similar to that with ifenprodil. Thus,
the employed concentrations of NMDAR antagonists, which were
similar to those used previously by others (9), nonspecifically inhib-
ited two potassium channels expressed on T cells, which reportedly
modulate many Ca2�-mediated processes in T cells (34).

DISCUSSION

NMDAR antagonists are in use and are promising candidates for
therapy of various neuronal diseases, including Alzheimer’s dis-
ease, Parkinson’s disease, depression, and other neuropsychiatric
disorders (6). The use of these pharmaceuticals necessitates thor-
ough evaluation of their possible effects on lymphocytes, for
which NMDAR expression has been reported (13). Here, we af-
firm that NMDAR antagonists have profound effects on T-cell
function. CTL activity, T-cell proliferation, cytokine secretion,
and migration were significantly impaired or altered by the open-
channel blockers MK801 and memantine and by the GluN2B sub-

unit-specific antagonist ifenprodil. These NMDAR antagonists ei-
ther inhibited or attenuated TCR signaling and T-cell activation,
depending on the strength of the TCR stimulus. Notably, this
inhibition was partially compensated for by CD28 signaling, sug-
gesting that the antagonists have different effects on T-cell subsets,
depending on the activation status of the T cell, the antigen dose,
and provision of costimulation (32, 36). Indeed, at a DC-to-T-cell
ratio of 1:1, the antagonists only mildly affected proliferation, but
at lower DC-to-T-cell ratios, T-cell activation was markedly re-
duced. In mixed-lymphocyte reactions, proliferation was effec-
tively inhibited by 3 to 5 �M ifenprodil and memantine and by 30
�M MK801, suggesting that NMDAR antagonists could be useful
therapeutics for preventing allograft rejection in transplantation
settings. Interestingly, repetitive application of a low-dose
NMDAR antagonist to differentiating Th cells did not inhibit their
antigen-induced proliferation but did diminish IL-2 and IFN-�
production in Th1 cells as well as increased the production of
IL-10 and IL-13 in Th2 cells; IL-10 and IL-13 are two cytokines
associated with immunosuppressive functions (37, 38). As IL-13
also exerts proinflammatory effects (as, for example, in asthma)
(39), NMDAR antagonists in vivo may polarize the local environ-
ment toward either inflammation or immune suppression, de-
pending on the cell type and disease setting (40).

Our study also found novel effects of NMDAR antagonists on
CD8� T-cell responses. In the presence of ifenprodil, antigen-
induced cell cycle progression of OT1 CD8� T cells was retarded,
and killing of RMS-A tumor cells was significantly reduced. The

FIG 5 Assessment of GluN1 protein expression in thymocytes. Thymocytes and brain, isolated from newborn littermates of GluN1flx/flx � Cre deleter mice, were
analyzed for GluN1 on the DNA (A), RNA (B), and protein (C to E) levels. (A) PCR analysis of thymocyte DNA for floxed (�) and wt (�) GluN1 alleles (top)
and excision of floxed GluN1 sequence (bottom). (B) RT-PCR analysis of GluN1 and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA expression
in thymocytes and brain from wt and GluN1 KO mice. In panels A and B, lane 1 represents thymocytes from a GluN1 wt mouse, and lanes 2 to 4 represent
thymocytes from GluN1 KO mice. (C) Western blot (WB) analysis of GluN1 protein expression (GluN1 Ab from Synaptic Systems) in protein extracts of
thymocytes and brain of the same mice. Actin expression was used as the control for protein loading. Lanes 4 and 5 represent GluN1 KO mice, lanes 1 to 3
represent GluN1 heterozygous mice, and lanes 6 represent a GluN1 wt mouse. (D) Thymocytes from GluN1 wt and GluN1 KO mice were analyzed for GluN1
protein expression by intracellular FACS staining and flow cytometry. GluN1 Abs were obtained from Synaptic Systems (SySy) or Alomone Labs (Alom.). Shaded
histograms show isotype control staining. (E) Thymocytes from the indicated mice were analyzed for GluN1 (Synaptic Systems) (in green) and actin (in magenta)
expression by use of confocal microscopy. Data are representative of two to three experiments and three to four GluN1 KO mice; scale bars represent 2 �m.
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mechanisms of these effects have to be defined, but TCR-induced
activation of Ca2�-dependent signaling molecules, such as pro-
tein kinase C and calcineurin, which participate in granule exocy-
tosis (41–43), or synapse formation between CTLs and target cells
could be impaired by NMDAR antagonists. By targeting CD8�

T-cell function, NMDAR antagonists may either limit antiviral
and antitumor CTL responses (44) or be beneficial by ameliorat-
ing pathological CTL responses, as in multiple sclerosis (45). Fur-
thermore, ifenprodil significantly reduced SDF1�- and CCL21-
induced migration of CD4� and CD8� T cells, an effect that may
foster immunosuppression by limiting T-cell migration to sites of
inflammation in physiological or pathological immune responses.

NMDAR expression has been described for human T cells and
murine thymocytes (9, 13, 14, 46), but, as mentioned by Affaticati
et al. (9), experiments using the patch-clamp technique or the
competitive antagonist D-APV failed to prove the existence of sur-
face-expressed NMDARs. Hence, Affaticati et al., aware that
NMDARs in neuronal synapses are few (often 
10 per synapse)

(47), proposed that although few NMDARs may be expressed on
the cell surface, they are functionally important. Also, a single
NMDAR would conduct much more Ca2� than a single Stim-Orai
complex (27, 48), and hence, NMDAR surface expression should
be under tight control. In our experiments, we also could not
reliably detect NMDAR expression on live resting or activated T
cells or on thymocytes by the use of two different Abs binding to
extracellular epitopes of GluN1 by routine FACS staining and flow
cytometry. Western blot analysis revealed GluN1 protein expres-
sion in thymocytes, and confocal microscopy revealed subunit
labeling of GluN1, GluN2B, and GluN2A in peripheral T cells,
similar to what others have reported (9). However, expression and
functional studies in thymocytes from NMDAR KO mice contra-
dicted these results. Hence, there is no proof that NMDARs are
expressed at the protein level in T cells. Instead, we provide evi-
dence that all applied NMDAR antagonists reduce Kv1.3 and
KCa3.1 channel conductivity in activated CD4� T cells and EL-4
lymphoma cells. In addition, the competitive NMDAR antagonist
D-APV had effects only at much higher concentrations, 0.5 to 1
mM, than reported for neuronal NMDARs (IC50 for NMDAR of
�0.7 �M) (49).

Kv1.3 and KCa3.1 channels provide the counterbalancing K�

efflux needed for Ca2� influx upon TCR ligation (34, 35, 50).
Their blockade inhibits T-cell function and ameliorates various
diseases, including experimental autoimmune encephalitis and al-
lergic inflammatory lung diseases (42, 45, 51). As KCa3.1 is the
functionally dominant K� channel in naive and early memory T
cells, and Kv1.3 is the dominant channel in effector memory T
cells, NMDAR antagonists may target both populations (51). Sim-
ilar to our results with ifenprodil, inhibition of T-cell function by
Kv1.3 and KCa3.1 channel blockers could be rescued by CD28
costimulation (52, 53), which supports our results that NMDAR
antagonists act primarily via inhibition of these potassium chan-
nels. Furthermore, as T-regulatory (Treg) cells express similar
numbers of Kv1.3 and KCa3.1 channels as naive T cells (54, 55),
NMDAR antagonists may also modulate Treg cell function. Be-
sides Kv1.3 and KCa3.1 channels, NMDAR antagonist-induced
membrane depolarization could also impair the function of L-
type or CRAC channels. Both channel types are voltage-gated
Ca2� channels that will be affected by steady-state changes in the
membrane potential, as reported here. In particular, membrane
depolarization of T cells to �30 to �20 mV will nearly com-
pletely inactivate all expressed L-type channels, besides a possible
direct blockade of the channel, as reported for ifenprodil at con-
centrations of �10 �M (56). Although CRAC channels can be
activated at low membrane potential, the changed membrane po-
tential will alter open probability and conductivity compared to
the normal resting membrane potential. Therefore, the reduced
Ca2� response in the presence of NMDAR antagonists is, at least
partially, caused by lowering the Ca2� influx and by inhibition of
the positive feedback function of Ca2�-induced activation of
KCa3.1 channels during T-cell activation (56–60).

In conclusion, NMDAR antagonists target TCR signaling, cy-
totoxic T-cell function, cytokine secretion, and T-cell migration.
We propose that the potent effects of NMDAR antagonists on
T-cell function are due to their inhibitory side effects on Kv1.3 and
KCa3.1 channels. Hence, when these antagonists are used to treat
neuronal diseases, their immunosuppressive effects have to be
considered. In addition, NMDAR antagonists like memantine

FIG 6 NDMAR antagonists inhibit Kv1.3 and KCa3.1 potassium channels.
Dose-response relationships for the indicated NMDAR antagonists were mea-
sured for isolated Kv1.3 (A) and KCa3.1 (B) channel-mediated currents with
the patch-clamp technique in CD4� T cells activated with CD3 and CD28 Abs.
Insets show voltage ramp protocols and examples of current traces under
control conditions and in the presence of memantine. Data are normalized to
the current measured under control conditions and are represented as relative
inhibition. Data points in the dose-response relationships represent mean val-
ues � standard errors of the means calculated from 5 to 7 cells each.
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may be suitable drugs to modulate T-cell function and T-cell mi-
gration in inflammatory and autoimmune diseases.
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ABSTRACT

Memantine is approved for the treatment of advanced Alzheimer´s disease (AD) 
and reduces glutamate-mediated neuronal excitotoxicity by antagonism of N-methyl-
D-aspartate receptors. In the pathophysiology of AD immune responses deviate 
and infectious side effects are observed during memantine therapy. However, the 
particular effects of memantine on human T lymphocytes are unresolved. Here, we 
provide evidence that memantine blocks Kv1.3 potassium channels, inhibits CD3-
antibody- and alloantigen-induced proliferation and suppresses chemokine-induced 
migration of peripheral blood T cells of healthy donors. Concurrent with the in vitro 
data, CD4+ T cells from AD patients receiving therapeutic doses of memantine show 
a transient decline of Kv1.3 channel activity and a long-lasting reduced proliferative 
response to alloantigens in mixed lymphocyte reactions. Furthermore, memantine 
treatment provokes a profound depletion of peripheral blood memory CD45RO+ CD4+ 
T cells. Thus, standard doses of memantine profoundly reduce T cell responses in 
treated patients through blockade of Kv1.3 channels. This may normalize deviant 
immunopathology in AD and contribute to the beneficial effects of memantine, but 
may also account for the enhanced infection rate.

INTRODUCTION

The non-competitive N-methyl-D-aspartate (NMDA)  
receptor antagonist memantine (Axura®, Ebixa®, 
Namenda®) is approved for the treatment of moderate to 
severe Alzheimer´s disease (AD). Memantine is clinically 
well tolerated; it facilitates normal neuronal function due to 
its low affinity and fast off-rate and seems to be efficacious 
only under pathological conditions [1, 2]. Undesired 
neuronal side effects include somnolence, confusion and 
headache [3, 4]. Side effects on the hematopoietic and 
immune system have been reported with regard to infections 
of the respiratory and urinary tract and pancytopenia, and 
fungi infections were observed in 1-10 out of 1000 treated 
patients during post-marketing experience [5, 6].

Emerging evidence suggests that altered immune 
responses contribute to the pathophysiology of AD. For 
instance, T cell proliferation induced by amyloid beta 
(A-beta) or alloantigens in mixed lymphocyte reactions 
(MLRs) and transendothelial migration of T cells via the 
blood brain barrier are enhanced in AD patients compared 
to age-matched controls [7–13]. It was also demonstrated 
that an aberrant, glutamate-dependent modulation increases 
the activity of Kv1.3 potassium channels on T lymphocytes 
of AD patients [14]. The key targets of memantine 
are NMDA receptors and the reduction of glutamate-
mediated NMDA receptor excitotoxicity is the major 
mechanism whereby memantine confers neuroprotection 
in the treatment of advanced AD. However, NMDA 
receptors seem also to be expressed on non-neuronal cells, 
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including human peripheral blood lymphocytes (PBLs) and 
leukemic Jurkat T cells [15–20]. In addition, memantine 
cross-targets other ligand-gated ion channels like Kir2.1 
channels expressed on macrophages and microglia [21] 
and suppresses murine lymphocyte function through cross-
inhibition of Kv1.3 and KCa3.1 potassium channels [22, 
23]. The particular effects of memantine on human T cells, 
however, are unresolved.

Here, we provide first evidence that application of 
memantine blocks Kv1.3 channel conductivity, inhibits 
proliferation and migration of human peripheral blood 
T cells and induces a strong depletion of the memory 
CD45RO+ CD4+ T cell pool. The data suggest that 
memantineʼs effect on human T cells suppresses adaptive 
immune responses and, thereby, contributes to the drugʼs 
beneficial and unwanted side effects in AD therapy.

RESULTS

Memantine blocks Kv1.3 channels and 
suppresses the proliferation and migration of 
primary human T cells

To assess the impact of memantine on the 
proliferation of human T cells, DNA synthesis of CD3+ 
cells isolated from peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) of healthy donors was evaluated by 3[H]-
Thymidine incorporation in the presence or absence of 
memantine. Memantine inhibited CD3 Ab-induced T cell 
proliferation in a concentration dependent manner with an 
IC50 of ~40 µM (Figure 1A, left panel), whereas PMA/
IO-activated T cells were hardly affected (Figure 1A, 
middle panel). Memantine doses up to 100 μM did not 
significantly impair the viability of human T cells (data not 
shown). Furthermore, we co-cultured T cells with CD3-
depleted PBMCs of HLA incompatible healthy donors 
in MLRs. Under these more physiological stimulatory 
conditions, 1-10 µM memantine reduced T cell 
proliferation by 10-30% with an IC50 of ~20 µM (Figure 
1A, right panel). Above results indicate that memantineʼs 
inhibitory effect on T cell proliferation inversely correlates 
with the strength of T cell activation.

T-bet is the critical transcription factor induced in 
differentiating TH1 cells which are responsive in alloreactive 
settings [24]. Using intracellular FACS staining and flow 
cytometry, we found that the percentage of T-bet+ T 
cells reacting to alloantigens in MLRs was profoundly 
diminished upon memantine treatment (Figure 1B), which 
substantiates memantineʼs suppressive effect on human T 
cell activation and TH1 cell formation.

Since memory T cells display a lower activation 
threshold than naïve T cells [25], we analyzed whether 
memantine has differential effects on those T cell subsets. 
In MLRs, naïve CD45RO- CD4+ T cells were more 
sensitive to inhibition at lower memantine concentrations 
than memory CD45RO+ CD4+ T cells, which showed 

a significant proliferative inhibition only at 30-50 μM 
memantine (Figure 1C).

In murine lymphocytes memantine cross-inhibits 
voltage-gated Kv1.3 potassium channels, which regulate 
the membrane potential and represent the driving force for 
Ca2+-influx and lymphocyte activation [22, 23, 26]. Using 
voltage-clamp recordings, we show here that memantine 
dose-dependently blocks maximal transient Kv1.3 channel 
currents of primary human CD3+ T cells. The obtained IC50 
values for memantine were 20 µM and 40 µM for resting 
and CD3 Ab-activated human T cells, and Hill slope values 
were 1.2 and 1.6, respectively (Figure 2A). Memory T 
cells express higher levels of Kv1.3 channels than naïve T 
cells [27] and are less dependent on Kv1.3 activity for IL-2 
production [28]. Accordingly, memory CD45RO+ CD4+ 
T cells were less sensitive to inhibition of Kv1.3 channel 
currents by memantine than naïve CD45RO- CD4+ T cells, 
but only at lower drug concentrations (Figure 2B). Thus, 
memantine blocks Kv1.3 channel currents and proliferation 
of both naïve and memory CD4+ T cells, but in line with 
a lower activation threshold memory CD4+ T cells require 
higher drug concentrations.

Effective immune responses depend on the 
migration of T cells to the sites of inflammation which 
is driven by chemokines like SDF-1α (CXCL12), which 
binds to its receptor CXCR4 expressed on T cells. Pre-
treatment of human CD3+ cells from healthy donors with 
20 μM memantine reduced SDF-1α-induced migration 
of CD4+ and CD8+ T cells through fibronectin-coated as 
well as uncoated transwells by 50% (Figure 3). The latter 
suggests that memantine´s inhibitory effect on T cell 
migration is not due to a grossly altered adhesive capacity 
of T cells upon drug treatment. Hence, in vitro application 
of memantine inhibits Kv1.3 channels and two important 
T cell responses, proliferation and migration.

Memantine treatment of AD patients depletes 
memory T cells and suppresses T cell reactivity 
by inactivation of Kv1.3 channels

To elucidate possible side effects of memantine 
on adaptive immune responses during therapeutic 
drug administration, we studied T cell function of 
AD patients being treated with memantine (Axura®). 
Patients were neuro-physiologically evaluated, 
diagnosed, treated, and accompanied by physicians 
of the psychiatric department. Peripheral blood of AD 
patients was taken after informed consent at three time 
points: at Z1 before the onset of drug treatment, at Z2 
after 1 week of treatment with memantine (Axura®, 10 
mg/d) and at Z3 after additional 11 weeks of treatment 
with memantine (Axura®, 20 mg/d, i.e. in total after 
12 weeks of daily drug treatment) (Figure 4A). The 
effect of memantine therapy on AD patientsʼ T cell 
responsiveness was analyzed by alloantigen-specific T 
cell proliferation in MLRs. CD4+ T cells were isolated 
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Figure 1: Memantine abrogates T-bet expression and proliferation of human T cells. A. Human peripheral blood CD3+ T 
cells were stimulated with CD3 Abs (left), PMA/IO (middle) or irradiated, CD3-depleted PBMCs from another healthy donor in MLRs 
(right) +/- memantine. DNA synthesis was determined by 3[H]-Thymidine incorporation (cpm). Upper graphs represent a single experiment 
and lower graphs the mean relative proliferation + SD; n=4-6 and MLR n=3. B. T-bet expression in T cells reacting in MLRs +/- memantine 
was determined by flow cytometry. The histogram displays a representative experiment and data in the graph the mean + SD percentage 
of T-bet+ cells; n=5. C. The proliferation of naïve CD45RO- and memory CD45RO+ CD4+ human T cells was analyzed in MLRs +/- 
memantine. Graphs show the data of a representative experiment (left) and the mean relative proliferation + SD of 5 experiments (right). 
The significance of data was determined with Student´s t test; p*<0.05, p**<0.01, and p***<0.001.
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from the same AD individual at Z1-Z3 and co-cultured 
with HLA-incompatible irradiated PBMCs from the 
same respective healthy donor to evaluate CD4+ T cell 
reactivity of the same person to the same alloantigens 
before and during memantine therapy. At time point 
Z2, CD4+ T cells of most AD patients proliferated less 
well (10 out of 13 patients, group 1) showing a 46% 
reduction in DNA synthesis compared to their respective 
individual proliferation at Z1. For three patients CD4+ 

T cell proliferation was enhanced at Z2 (group 2). 
At time point Z3, alloresponses of CD4+ T cells from 
patient group 1 were further inhibited showing a 5-fold 
reduction of DNA synthesis compared to Z1 values. 
CD4+ T cells of patient group 2 now also showed a 
proliferative inhibition, but it was not significant. 
Considering all patients, memantine treatment led to a 
substantial inhibition of T cell alloreactivity with DNA 

Figure 2: Memantine inhibits Kv1.3 channel currents of human T cells. A. and B. The dose response relationship for memantine 
is shown for isolated Kv1.3 currents recorded from A. resting and CD3 Ab-activated (24 h) human CD3+ cells and B. naïve and memory 
CD4+ T cells isolated from peripheral blood of healthy donors. Data points represent mean values ± SEM calculated from 4-5 cells per 
experiment. A, n=5; B, n=4 experiments.
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synthesis being suppressed to 32% of pre-therapy values 
at Z3 (Figure 4B).

Since immune-pathological studies in AD patients 
found an increase in memory T cells compared to age-
matched controls [29–31], we determined the distribution 
of CD45RO+ CD4+ T cells within PBMCs of AD patients 
at time points Z1-Z3. Whereas the percentage of total 
CD4+ T cells within PBMCs was stable, CD4+ T cells 
were significantly depleted of CD45RO+ cells by 22% 
at Z2 and by 56% at Z3 compared to Z1 pre-treatment 
conditions (Figure 4C). This suggests that memantine 
mainly affects the CD45RO+ T cell pool and may 
ʻnormalizeʼ the pathological CD4+ subset composition 
found in AD.

Given that memantine inhibits Kv1.3 channels 
of human T cells of healthy donors in vitro (Figure 2) 

and a possible role of those channels in AD immune-
pathogenesis [14, 21], we determined Kv1.3 channel 
currents of CD4+ T cells from AD patients at time points 
Z1-Z3. Interestingly, Kv1.3 currents at Z2 were 40% lower 
than those recorded at Z1, i.e. before memantine treatment, 
whereas at Z3 recorded Kv1.3 currents were only reduced 
by 7% (Figure 5A). Thus, therapeutic application of 
memantine suppresses T cell function in AD patients 
through blockade of Kv1.3 channel activity. Furthermore, 
analyzing CD4+ T cells of the same AD patient at Z1-
Z3, we found an increased Kv1.3 surface expression on 
naïve and memory CD4+ T cells at Z2 (60% and 55%, 
respectively) compared to Z1. At Z3, Kv1.3 expression 
was also enhanced (by 29% and 18%), but it was not 
significant (Figure 5B). Thus, blockade of Kv1.3 channel 
activity by memantine provokes a transient compensatory 

Figure 3: Memantine suppresses the migration of primary human T cells towards SDF-1α. Isolated CD3+ T cells of healthy 
donors were left untreated or pre-incubated with memantine and their migration through A. fibronectin-coated (+ FN) and B. uncoated 
(- FN) transwells was induced by SDF-1α. The number of transmigrated CD4+ and CD8+ T cells was determined by flow cytometry. 
The graphs represent the data as mean + SD of A. 3 and B. 2 experiments. The significance of data was determined with Student´s t test; 
p*<0.05, p**<0.01, and p***<0.001.
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Figure 4: Treatment of AD patients with memantine depletes CD45RO+ CD4+ T cells and suppresses T cell 
responsiveness. A. Scheme for treatment of AD patients with memantine (Axura®). CD4+ T cells of AD patients undergoing memantine 
therapy were analyzed at time points Z1 (after initial diagnosis and before treatment), Z2 (after one week) and Z3 (after a total of 12 weeks 
of daily memantine treatment). B. The alloresponse of CD4+ T cells isolated from AD patients at Z1-Z3 was determined in MLRs by 3[H]-
Thymidine incorporation; cpm values at Z1 were set as 100%. The graphs show the mean relative proliferation + SD of T cells from two 
groups of patients (group 1: 5-10 patients, group 2: 3 patients) responding to memantine treatment in a different manner, and for all (8-13) 
patients. C. PBMCs of memantine-treated patients were isolated at Z1-Z3 and analyzed for the content of CD45RO+ CD4+ T cells by flow 
cytometry. The left panel shows representative dot plots for CD4 expression and histograms for CD45RO levels on gated CD4+ T cells. The 
right graphs display the mean percentage + SD of CD4+ and CD45RO+ cells and the number of analyzed patients. The significance of data 
was determined with Student´s t test with p*<0.05, p**<0.01, and p***<0.001.
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Figure 5: Memantine therapy transiently reduces Kv1.3 channel conductivity of CD4+ T cells. A. Kv1.3 channel currents of 
CD4+ T cells from AD patients were recorded at time points Z1-Z3 by patch-clamp. Relative maximal transient currents are represented as 
mean ± SEM (left panel). The number of analyzed T cells is indicated. The right panel displays representative current traces at Z1-Z3. B. 
Kv1.3 surface expression was determined on naïve (upper panel) and memory (lower panel) CD4+ T cells of AD patients at time points Z1-
Z3 using flow cytometry; n=5 patients. Histograms show Kv1.3 expression and IgG control staining on CD4+ T cells of one representative 
AD patient at time points Z2 and Z3 in overlay with Z1. The data in graphs give the relative mean + SD mean fluorescence intensity (MFI). 
MFI values at Z1 were set as 100. The significance of data was determined with Student´s t test with p*<0.05, p**<0.01, and p***<0.001.



Oncotarget53804www.impactjournals.com/oncotarget

increase of Kv1.3 channel surface expression in naïve and 
memory CD4+ T cells.

DISCUSSION

In this report, we show that memantine suppresses 
the reactivity of human T lymphocytes of healthy 
individuals in vitro and of AD patients undergoing 
memantine (Axura®) therapy. The inhibitory effect of 
memantine on T cell proliferation directly correlated with 
the drug concentration and inversely with the strength of 
TCR stimulation, in line with the co-localization of CD3 
and Kv1.3 channels in the immunological synapse [32]. 
A significant inhibition of alloreactive T cell responses 
in vitro was observed with 1 µM memantine and naïve 
CD45RO- T cells were more responsive to low memantine 
concentrations than memory CD45RO+ cells or CD3Ab-
activated T cells. As memantine inhibited the induction of 
T-bet, which plays a pivotal role in graft rejection [24] and 
TH1 migratory programs [33], memantine may also exert 
potent immunosuppressive function in the prevention of 
transplant rejection [34, 35]. The used standard dose of 
memantine in the treatment of AD (10-20 mg/d) correlates 
with memantine serum concentrations below 1 µM [5]. T 
cells required much higher memantine concentrations for 
inhibition in vitro. However, standard doses of memantine 
given to AD patients profoundly reduced ex vivo T cell 
proliferation to 32% of initial values after 12 weeks of 
treatment. Thus, even low steady-state doses of memantine 
have substantial inhibitory side effects on T cell reactivity 
in vivo as found for higher drug concentration in vitro. It 
has also to be taken into account that in our experiments 
memantine was applied only once at the beginning of 
culture, whereas AD patients received daily medication. 
For immunosuppressive therapies higher drug doses of 
memantine may be needed, but memantine doses up to 
200 mg/d seem to be tolerated concerning severe central 
nervous effects [5].

In line with the reported mechanism for NMDA 
receptor antagonists on murine T cells [22], it is conclusive 
that memantine significantly reduced Kv1.3 potassium 
channel currents in human T cells. Compared to resting 
CD3+ and naïve CD4+ T cells, blockade of Kv1.3 channels 
on CD3 Ab-stimulated CD3+ and memory T cells required 
higher memantine concentrations, probably due to an up-
regulation of Kv1.3 channels upon T cell activation and on 
memory T cells [27, 36, 37]. Memantine also suppressed 
T cell migration towards the chemokine SDF1-α. In view 
that T cell migration across the blood brain barrier is 
enhanced in AD patients [8], it is tempting to speculate that 
memantineʼs beneficial effect in AD treatment involves a 
reduced migration of inflammatory or A-beta-reactive T 
cells into the brain [38]. Deregulated T cell responses in 
the immune-pathogenesis of AD were reported to include 
an increased percentage of memory versus naïve T cells 
[29–31]. Notably, memantine given in the standard dose 

to newly diagnosed AD patients, substantially reduced 
CD45RO+ CD4+ T cells. In agreement with reports 
showing that Kv1.3 channels associate with beta1 integrins 
[39] and are needed for effector memory T cell migration 
[40], the depletion of CD45RO+ CD4+ T cells may result 
from a reduced migration of memory cells into the blood 
stream or an enhanced egression.

Consistent with the in vitro results, Kv1.3 potassium 
channel currents were significantly lower in CD4+ T cells 
of AD patients being treated with memantine for 7 days 
(Z2). However, the inhibition was transient as Kv1.3 
channel activity was very similar to untreated cells at 
12 weeks of medication (Z3). This correlated with an 
enhanced surface expression of Kv1.3 channels at Z2, 
probably representing a compensatory up-regulation of 
channel expression as a mechanism of tolerance [41]. It is 
important to emphasize that despite ʻrestorationʼ of Kv1.3 
channel activity and surface expression of Kv1.3 channels 
to pre-treatment conditions at Z3, CD4+ T cells of most AD 
patients displayed progressively attenuated alloresponses 
at Z2 and Z3. Therefore, a transient inactivation of Kv1.3 
channel activity can correlate with a prolonged T cell 
unresponsiveness.

In conclusion, our data show that memantine has 
profound inhibitory effects on human T cells and imply 
that the beneficial effects of memantine in the treatment 
of AD may involve immunomodulation of T cells and a 
normalization of deviant immune functions. The drugʼs 
inhibitory side effects on T cells may also account for the 
enhanced infection rate during memantine application [5]. 
Since Kv1.3 channel inhibitors are still quested for clinical 
use [42, 43], it seems worthwhile to further evaluate 
memantine´s potential as an immune-modulating drug in 
the treatment of AD, autoimmune diseases or transplant 
rejection [44, 45].

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

Investigation has been conducted in accordance with 
the ethical standards and according to the Declaration of 
Helsinki and German guidelines and has been approved by 
the authorsʼ local institutional review board (MD133/13). 
Written consent was obtained from all AD patients.

Isolation of human T cells and 
proliferation assay

PBMCs were isolated with Biocoll Separating 
Solution (Biochrom AG, Berlin, Germany) and density 
gradient centrifugation. Isolation of CD3+ cells from 
PBMCs was performed with the human Pan T Cell 
Isolation Kit 2 and AutoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Germany). Naïve and memory CD4+ T cells 
were isolated from PBMCs with human Naïve CD4+ T Cell 
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Isolation Kit 2 and human Memory CD4+ T Cell Isolation 
Kit (both Miltenyi Biotec). For patch-clamp analyses, 
isolation of naïve and memory CD4+ T cells was performed 
with EasySep™ Human Naïve and Human Memory 
CD4+ T Cell Enrichment Kits (STEMCELL, Vancouver, 
Canada). Purity of isolated naïve or memory CD4+ T cells 
was 80-90%. For proliferation assays, isolated T cells were 
cultured in AIM-V medium (Gibco, Life Technologies, 
Darmstadt, Germany) and stimulated with MEM92 
(CD3 IgM Ab supernatant) or PMA and ionomycin (IO; 
each 100 ng/ml, Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) in 
the presence or absence of memantine (R&D Systems, 
Minneapolis, USA; Tocris Bioscience, Wiesbaden-
Nordenstadt, Germany) in the indicated concentrations. 
96-well plates were pre-coated with AffiniPure goat anti-
mouse IgG+IgM (H+L) (Jackson ImmunoResearch Europe 
Ltd., Suffolk, UK) over night at 4°C, washed and incubated 
with MEM92 supernatant. DNA synthesis was determined 
in triplicates at 72 h of culture by 3[H]-Thymidine 
incorporation (0.2 µCi/ well, MP Biomedicals Europe, 
Heidelberg, Germany) for 16 h. For MLRs, isolated CD4+ 
T cells were stimulated with T cell-depleted and irradiated 
(30 Gy) PBMCs from another healthy donor in 1:3 ratios. 
Cells were co-cultured for 120 h and DNA synthesis was 
determined by 3[H]-Thymidine incorporation for 16 h. In 
MLRs, the expression of T-bet in responding T cells of 
healthy donors was analyzed with the intracellular staining 
kit (Foxp3 Staining Buffer Set, eBioscience, San Diego, 
USA) using T-bet-PE Ab (clone 4B10, eBioscience) and 
flow cytometry.

Migration assay

Isolated CD3+ cells (4x106) remained untreated or 
were pre-incubated with memantine (20 and 50 µM) for 
30 min in AIM-V medium (Gibco®, Life Technologies) 
supplemented with 0.1% bovine serum albumin and 10 
mM HEPES (pH 7.4) and then transferred unto uncoated 
or fibronectin-coated (6.5 µg/ml; Roche Diagnostics, 
Basel, Switzerland) transwell chambers (6.5 mm diameter 
and 3.0 µm pore; Corning Costar, Tewksbury, MA). 
Cells were allowed to migrate towards human SDF-1α 
(100 ng/ml; PeproTech, Hamburg, Germany) for 150 min 
at 37°C. Migration in the absence of chemokine served as 
a control. Migration was stopped by the addition of 0.1 
M EDTA. Migrated cells were stained with CD4-PE and 
CD8-FITC Abs (BD Pharmingen, Heidelberg, Germany) 
and acquired for 30 sec at a FACSFortessaTM (BD 
Bioscience, Heidelberg, Germany). Relative migration was 
determined by defining the number of cells that migrated 
in the absence of memantine (mem. 0 µM) as 100%.

Patch-clamp analysis

Whole-cell configuration patch-clamp analysis of 
human peripheral blood T cells was performed as described 
(22). In brief, Kv1.3 currents were recorded with an external 

solution containing 160 mM NaCl, 4.5 mM KCl, 5 mM 
HEPES, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, pH 7.4. The pipette 
solution was 162 mM KF, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, 
1 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, pH 7.2. Osmolarity was set 
to 300-340 mOsm. Kv1.3 currents were measured every 
30 s with depolarizing voltage steps up to +60 mV from 
a holding potential of -80 mV. Sampling rate during the 
measurement of Kv1.3 currents was 50 kHz. The analysis 
of transient currents was done with HEKA FitMaster v2x53 
and dose-response curves and Hill slopes were determined 
from amplitude values in GraphPad Prism 5.0.

Analysis of T cells from AD patients

18 ml of blood, with heparin as anti-coagulant, was 
collected from AD patients for T cell proliferation and 
FACS analyses. In addition, routine blood analyses were 
performed, including determination of differential blood 
cell counts, levels of C-reactive protein, glucose, lipids, 
liver enzymes, and thyroid hormones. None of the subjects 
was excluded due to changes in these routine blood 
parameters. Also, no person had a history of autoimmune 
disorders, immuno-modulating treatment, cancer, chronic 
terminal disease, severe cardiovascular disorder, substance 
abuse or severe trauma. Peripheral blood samples were 
taken at three time points: before drug treatment (Z1), 
after 1 week of treatment with memantine (Axura®, 10 
mg/d, Z2) and after 12 weeks of drug treatment (Z2 plus 
Axura®, 20 mg/d for another 11 weeks, Z3). Isolation of 
CD4+ T cells from PBMCs of patients was performed with 
the human CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec) and 
AutoMACS. Cells were cultured in AIM-V medium. For 
MLR experiments at Z1-Z3, isolated CD4+ T cells were co-
cultured with irradiated (30 Gy) total PBMCs from healthy 
donors for 5 days. Proliferation of CD4+ T cells from 
the same AD patient was analyzed at Z1-Z3 to compare 
individual proliferation values before and after drug 
treatment. PBMCs from the same healthy donor were used 
as stimulator cells at time points Z1-Z3. DNA synthesis 
was determined by 3[H]-Thymidine incorporation at 120 
h. For FACS analyses, patientsʼ PBMCs were stained with 
Kv1.3 (extracellular)-FITC (polyclonal, Sigma-Aldrich), 
CD45RO-PE (clone UCHL1, eBioscience) and CD4-
APC Abs (clone OKT4, BioLegend, San Diego, USA) 
and analyzed on a FACSFortessaTM. Kv1.3 expression 
on T cells was analyzed for the same patient at Z1-Z3. 
The percentage of total CD4+ and CD45RO+ CD4+ T cells 
and patch-clamp analyses at Z1-Z3 were determined on 
blood samples taken from different patients as drug pre-
treatment values at Z1 did not significantly differ between 
individuals.

Statistical analysis

Flow cytometry data were analyzed with Cell 
Quest Pro (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) or 
Flow Jo V3.6.1 (Tree Star, Ashland, OR, USA) software. 
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Graphs were compiled with Graph-Pad Prism 3.0 and 5.0. 
Significance of data was determined with Student´s t test 
with p*<0.05, p**<0.01, and p***<0.001.
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Abstract

Background: Treatment of acute leukemia is challenging and long-lasting remissions are difficult to induce.
Innovative therapy approaches aim to complement standard chemotherapy to improve drug efficacy and decrease
toxicity. Promising new therapeutic targets in cancer therapy include voltage-gated Kv1.3 potassium channels, but
their role in acute leukemia is unclear. We reported that Kv1.3 channels of lymphocytes are blocked by memantine,
which is known as an antagonist of neuronal N-methyl-D-aspartate type glutamate receptors and clinically applied
in therapy of advanced Alzheimer disease. Here we evaluated whether pharmacological targeting of Kv1.3 channels
by memantine promotes cell death of acute leukemia cells induced by chemotherapeutic cytarabine.

Methods: We analyzed acute lymphoid (Jurkat, CEM) and myeloid (HL-60, Molm-13, OCI-AML-3) leukemia cell lines
and patients’ acute leukemic blasts after treatment with either drug alone or the combination of cytarabine and
memantine. Patch-clamp analysis was performed to evaluate inhibition of Kv1.3 channels and membrane
depolarization by memantine. Cell death was determined with propidium iodide, Annexin V and SYTOX staining
and cytochrome C release assay. Molecular effects of memantine co-treatment on activation of Caspases, AKT,
ERK1/2, and JNK signaling were analysed by Western blot. Kv1.3 channel expression in Jurkat cells was
downregulated by shRNA.

Results: Our study demonstrates that memantine inhibits Kv1.3 channels of acute leukemia cells and in
combination with cytarabine potentiates cell death of acute lymphoid and myeloid leukemia cell lines as well as
primary leukemic blasts from acute leukemia patients. At molecular level, memantine co-application fosters
concurrent inhibition of AKT, S6 and ERK1/2 and reinforces nuclear down-regulation of MYC, a common target of
AKT and ERK1/2 signaling. In addition, it augments mitochondrial dysfunction resulting in enhanced cytochrome C
release and activation of Caspase-9 and Caspase-3 leading to amplified apoptosis.

Conclusions: Our study underlines inhibition of Kv1.3 channels as a therapeutic strategy in acute leukemia and
proposes co-treatment with memantine, a licensed and safe drug, as a potential approach to promote cytarabine-
based cell death of various subtypes of acute leukemia.
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Background
Therapy of acute leukemia demands high dose chemo-
therapy and often stem cell transplantation, which is not
feasible in elderly leukemia patients due to severe toxic
side effects. For those patients, prognosis remains poor
and even palliative treatment options are limited. In
addition, older patients show a more heterogeneous
clinical biology with induction of aberrant signaling
pathways. Therefore, to complement standard chemo-
therapy and to improve drug efficacy, multi-targeting
approaches with potential drug combinations are being
investigated [1, 2]. The PI3K-AKT-mTOR and MAPK/
ERK1/2 pathways are major signaling cascades deregu-
lated in acute leukemia [3–7] and contribute to an
aggressive phenotype and enhanced chemo-resistance.
An important target of ERK1/2 [8] and AKT [9] signal-
ing is the transcription factor MYC, which is involved in
cell growth, proliferation and apoptosis [10]. Since MYC
is a central oncogene inducing leukemic transformation
in T cell acute lymphoid leukemia (T-ALL) and acute
myeloid leukemia (AML) [11, 12], influencing AKT,
ERK1/2 and MYC signaling may enhance the efficacy of
chemotherapy in ALL and AML [13–20].
In search of novel treatment options, voltage-gated

Kv1.3 potassium channels have become promising drug
targets. Kv1.3 channels localize in the plasma membrane
and participate in controlling the membrane potential,
proliferation and effector function of lymphocytes [21].
In addition, inactivation of Kv1.3 channels expressed in
the inner mitochondrial membrane [22] induces intrinsic
apoptosis of lymphocytes via mitochondrial cytochrome
C (CytC) release and production of reactive oxygen spe-
cies (ROS) [23–25]. Kv1.3 channels on lymphoid and
myeloid leukemia cells have been proposed as diagnostic
biomarkers [26, 27] and druggable targets for therapy in
chronic lymphocytic leukemia [25, 28], lymphoma [29],
and solid cancers [30–34]. However, the role of Kv1.3
channels in acute leukemia is unclear and there are no
licensed drugs for specific inhibition of Kv1.3 channels in
cancer treatment.
Memantine (3,5-Dimethyltricyclo [3.3.1.1] decanamin) is

a registered drug known to inhibit N-methyl-D-aspartate
type glutamate receptors (NMDARs) in neurons and has
been used for many years in the treatment of moderate-
to-severe Alzheimer disease [35, 36]. We reported that in
lymphocytes memantine blocks Kv1.3 channel activity and
diminishes lymphocyte effector function [37, 38]. Further-
more, standard doses of memantine applied in Alzheimer
therapy inhibit Kv1.3 channels on patients’ peripheral blood
T cells and alter T cell reactivity in vivo [39]. Thus, we
asked whether pharmacological inhibition of Kv1.3 channels
by memantine could be an option to enhance cell death of
acute leukemia cells induced by the chemotherapeutic drug
cytarabine (AraC). Analyzing acute lymphoid and myeloid

leukemia cell lines and patients’ acute leukemic blasts, our
data highlight the importance of Kv1.3 channels for the
survival of acute leukemia cells and provide initial evidence
that memantine and cytarabine co-treatment may be a po-
tential therapeutic strategy to enhance the efficacy in acute
leukemia treatment.

Methods
Cell culture and determination of cell death
Jurkat (JE6–1), F9, JMR [40], A3, C8 (I.9.2) [41], CEM,
HL-60, Molm-13, OCI-AML-3 cells, primary cells from
healthy donors, and primary leukemic cells were cul-
tured in RPMI 1640 medium (Biochrom AG, Berlin,
Germany) supplemented with 10% fetal calf serum. JE6–
1 and CEM cells were bought from ATCC and AML cell
lines from DSMZ or ATCC. Cell lines were tested for
mycoplasma with PCR or Mycoplasma Detection Kit
from Lonza (Basle, Switzerland). Peripheral blood was
obtained from healthy donors and a newly diagnosed
T-ALL patient, and bone marrow (BM) samples of AML
patients were obtained from the Tumor Bank of the
Medical Faculty Magdeburg. Peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) were isolated with Biocoll (Bio-
chrom AG) and CD3+ T cells with Pan-T-Cell-Isolation
Kit-2 (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany). In each
experiment, cell lines or primary cells were cultured
without drug, with memantine (Tocris Biosciences, Bris-
tol, Great Britain), AraC (Department of Pharmacy,
Medical Faculty Magdeburg), and a combination of
memantine plus AraC. AraC concentrations were ti-
trated for each ALL and AML cell line to cover 10–90%
cell death. Cell death (with gating on all cells or specific
subpopulations when indicated) was determined with
SYTOX-Pacific Blue™ (Molecular Probes, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, Germany) ± Annexin V-FITC (BD
Pharmingen, Heidelberg, Germany), propidium iodide
(PI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) or LIVE/DEAD™
Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Percentage of T-ALL cells in sub-G0/

1-phase of cell cycle was determined with PI. Kv1.3 sur-
face expression was analysed with Kv1.3-FITC antibodies
(Alomone, Jerusalem, Israel; Sigma-Aldrich) using IgG
isotype-FITC (BD Pharmingen) or unstained cells as
controls. CEM and AML cell lines were incubated with
human FcR block (Miltenyi) before staining with Kv1.3
antibodies. BM samples from AML patients were thawed
and cultured for 3 or 24 h. Cells were stained with LIVE/
DEAD Aqua Blue to discriminate live cells, incubated
with human FcR block and then labeled with CD117
(104D2, BioLegend) and Kv1.3 antibodies. Kv1.3 expres-
sion is shown for viable CD117+ leukemic blasts. Flow
cytometry was performed with a FACSFortessa™ (BD
Bioscience, Mountain View, USA).
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Determination of ATP content and cytochrome c (CytC)
release
Intracellular ATP content, as a measure of viable cells,
was determined with CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay (Promega, Mannheim, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. Mitochondrial CytC
release was determined as described [42]. In brief, plasma
membranes of cultured cells were permeabilized with the
mild detergent saponin. Cells were washed to remove
cytosolic CytC released from mitochondria during apop-
tosis. Then the outer mitochondrial membrane was
permeabilized with digitonin (50 μg/ml) in 50 μM EDTA,
100mM KCl for 5 min on ice. Cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 20min, washed and incubated for 1
h in blocking buffer (3% BSA, 0.05% saponin in PBS). Cells
were incubated overnight with CytC-AlexaFluor 488
monoclonal antibodies (6H2.B4, BD Pharmingen) and
analyzed by flow cytometry. Cells having released mito-
chondrial CytC, i.e. apoptotic cells, had a lower fluores-
cence signal.

Proliferation assay
DNA synthesis was determined in triplicates by 3[H]-
Thymidine incorporation (0.2 μCi/ well, MP Biomedicals,
Heidelberg, Germany) at day 3 for 16 h.

Electrophysiology
Patch-clamp experiments were performed as described
[37]. Kv1.3 currents were measured every 30 s with
depolarizing voltage steps up to + 60 mV from a holding
potential of − 80mV. Sampling rate was 50 kHz during
the measurement of Kv1.3 currents. Number of Kv1.3
channels per cell was determined by dividing the
whole-cell Kv1.3 conductance by the single-channel
conductance value (Kv1.3:12 pS) [43, 44]. For membrane
potential experiments, JE6–1 cells were recorded in the
current clamp mode with zero pA holding current im-
mediately after establishment of the whole-cell configur-
ation. Memantine was kept in a constant concentration
during recording in the fixed holding potential (− 80
mV) and the amplitude of the current was measured to
determine membrane depolarization. KCl treatment
served as a positive control for cell integrity.

Immunoblotting
Cells were cultured without drug, with memantine, AraC
(60 nM for Jurkat, 250 nM for Molm-13), and memantine
plus AraC. Cytoplasmic and nuclear protein extracts were
prepared as described [37]. Antibodies used in Western
blots were: p-AKT(S473), AKT, pS6(S240/244), p-ERK1/
2(T202/Y204), ERK1/2, pJNK1/2(Thr183/Tyr185), c-JUN
(60A8), human Caspase-9, active Caspase-3 (5A1E, only
detects cleaved active Caspase-3), Caspase-8 (all Cell
Signaling, Leiden, The Netherlands), c-MYC (9E10, BD

Pharmingen), β-Actin (AC-74, Sigma-Aldrich), Lamin B
(sc-6217, Santa Cruz Biotechnology Europe). Primary
antibodies were detected with species-specific secondary
antibodies (Dianova, Hamburg, Germany) and chemilu-
minescence. Nitrocellulose membranes were reprobed for
several proteins.

Lentiviral transduction
Lentiviral transduction was performed as described [45].
Lentivirus was generated in 293 T cells by transfection of
pLKO.1-Kv1.3 shRNA or pLKO.1-scrambled (scr) shRNA
(Sigma-Aldrich). JE6–1 cells were infected twice with
lentivirus. Puromycin was kept at 0.25 μM for 4 days.
RNA was extracted at day 3–4 post infection using Trizol®
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) and reverse tran-
scribed (Quiagen, Düsseldorf, Germany). Knockdown was
confirmed by PCR: forward Kv1.3: 5′-GGT CAT CAA
CAT CTC CGG CGT GCG CT-3′ and reverse Kv1.3:
5′-AGG GCC GCT CCT CCT CCC GC-3′ (Apara Bio-
science, Denzlingen, Germany), SYBR Green II (Thermo
Fisher Scientific) and the CFX96 Real-Time System
(BIO-RAD, Munich, Germany).

Statistical analysis
Statistics were performed with Cell Quest Pro software
(BD Bioscience), HEKA FitMaster v2x53 and IgorPro for
patch-clamp transient currents and GraphPad Prism for
analysis of dose-response curves and Student’s t-test,
with P* < 0.05, P** < 0.01, and P*** < 0.001. The combin-
ation index (CI) and dose reduction index (DRI) were
determined with CompuSyn1.0 software using the
Chou-Talalay method [46]. For primary AML cells, the
coefficient of drug interaction (CDI) was calculated to
assess the synergistic inhibitory effect of the drug com-
bination (CDI = AB/(A × B)) [47].

Results
Inactivation of Kv1.3 channels promotes cell death of
acute leukemia T cells
Kv1.3 channels play a key role in setting the resting poten-
tial, proliferation and apoptosis of T cells and are expressed
in healthy human T cells and the T-lymphoblastic leukemia
cell line Jurkat [21, 48, 49] (Additional file 1: Figure S1a).
Given that specific Kv1.3 channel blockers for clinical ther-
apy are not licensed, we used memantine, an approved drug
shown to block Kv1.3 channels in vivo [39], and analyzed
its effect on Jurkat cells. In voltage-clamp recordings,
memantine blocked Kv1.3 channel currents of Jurkat cells
in a dose-dependent manner with an IC50 value of ~ 40 μM
(Fig. 1a). Memantine depolarized the membrane potential
(Fig. 1b) and induced substantial cell death of Jurkat cells at
concentrations above 200 μM (Fig. 1c). To support a role of
Kv1.3 channels in survival of acute leukemia cells, we
knocked down Kv1.3 channels in Jurkat cells. Lentiviral
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transduction of Jurkat cells resulted in a 40–50% reduction
of Kv1.3 mRNA (Additional file 1: Figure S1b). Partial
knockdown of Kv1.3 mRNA in Jurkat cells by both shRNAs
(1 and 2) resulted in pronounced cell death in comparison
to cells treated with nonspecific shRNA (Sh-scr) (Fig. 1d).
Taken together, pharmacological inhibition using meman-
tine or genetic inactivation of Kv1.3 channels impairs
survival of Jurkat acute lymphoblastic leukemia cells.

Memantine potentiates AraC-induced cell death of acute
lymphoblastic leukemia cells
To evaluate whether pharmacological inhibition of Kv1.3
channels on acute leukemia cells could be a valuable ap-
proach to enhance chemotherapeutic efficacy, we assessed
the effect of Kv1.3 channel blockade by memantine in
combination with AraC (one of the frontline chemothera-
peutic drugs in acute myeloid leukemia treatment). Mem-
antine increased AraC-induced cell death of Jurkat cells in
a dose-dependent manner (Fig. 2a). For evaluation of the
nature of drug interaction, we used fixed drug ratio design
and the Chou-Talalay method [46]. Combination index
(CI) values < 1, =1, > 1 indicate synergistic, additive and
antagonistic effects. CI values for memantine ranged from
0.99 at the affected fraction (Fa) of 0.25 to 0.44 at Fa 0.97

(97% dead cells) indicating varied effects ranging from
additive to synergistic (Fig. 2b). The dose reduction index
(DRI) at the Fa of 0.97 was 2.4 (Fig. 2b), i.e. memantine
co-treatment allows a 2.4-fold dose reduction of AraC to
kill 97% of cells. To complement this data, Jurkat cells
with Kv1.3 channel knockdown were simultaneously
treated with AraC. Genetic inactivation of Kv1.3 channels
induced 70–80% cell death (on day 5). Interestingly,
addition of AraC (20 nM) further augmented cell death to
95% (Fig. 2c), supporting a cooperative action of AraC and
Kv1.3 channel inhibition in inducing cell death. AraC/
memantine co-treatment of Jurkat cells also induced a
decline in intracellular ATP level and DNA synthesis
compared to cells treated with AraC alone (Fig. 2d and e).
To exclude the possibility of a Jurkat cell-specific effect,
we analysed AraC-induced cell death of the human acute
lymphoblastic leukemia cell line CEM. As in Jurkat cells,
Kv current in CEM cells is exclusively mediated by Kv1.3
channels [50]. Again, AraC/memantine co-treatment en-
hanced cell death of CEM cells compared to cells treated
with AraC alone (Fig. 2f). Further, we examined the effect
of memantine co-treatment on primary ALL blasts. PBMC
from a newly diagnosed T-ALL patient responded to
memantine co-treatment with a 2–3-fold increase in the

Fig. 1 Pharmacological inhibition by memantine and genetic downregulation of Kv1.3 channels promote cell death of acute lymphoblastic
leukemia cells. a The graph shows the dose response relationship for memantine of isolated Kv1.3 currents from Jurkat (JE6–1) cells. Each data
point represents the mean ± SD of 5–7 cells from n = 3 independent experiments. b The membrane potential of untreated and memantine-
treated Jurkat cells was determined by current clamp. KCl treatment served as a positive control; the mean + SD was calculated from 5 to 6 cells
of n = 3 independent experiments. c Jurkat cells were treated with the indicated concentrations of memantine for 72 h and cell death was
determined with propidium iodide (PI) staining and flow cytometry. Data gives the mean + SD percentage of PI+ cells from n = 5 independent
experiments. d Jurkat cells were infected with lentivirus harboring shRNA against Kv1.3 channels (Sh-Kv1.3 (1) and Sh-Kv1.3 (2)) or scrambled
sequence (Sh-scr). SYTOX staining was performed at day 7. Percentage and mean of SYTOX+ cells is shown for n = 6 independent experiments
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Fig. 2 (See legend on next page.)
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percentage of cells in sub-G0/1-phase of cell cycle, repre-
senting dead cells, compared to AraC application alone
(Fig. 2g). In contrast, memantine co-treatment of periph-
eral blood T cells of healthy donors increased cell death in
combination with AraC only at concentrations beyond
100 μM (Fig. 2h), indicating that primary human T cells
are less sensitive to memantine co-treatment than acute
leukemic T cells. Hence, pharmacological inhibition of
Kv1.3 channels by memantine potentiates AraC-induced
proliferative arrest and cell death in acute lymphoid
leukemia cells.

Pharmacological blockade of Kv1.3 channels by
memantine fosters inhibition of AKT, ERK1/2 and MYC
Hyper-activation of signaling cascades, including AKT
and ERK1/2, promotes the development of leukemia.
Therefore, simultaneous targeting of these signaling cas-
cades might enhance chemotherapeutic efficacy [51, 52].
To delineate molecular events affected by memantine,
AraC alone or in combination, we analyzed the activa-
tion of AKT, ribosomal component S6, ERK1/2, and
JNK1/2 in Jurkat cells. We also monitored nuclear accu-
mulation of MYC, a target of ERK1/2 and AKT signaling
(Fig. 3). While co-application of memantine and AraC
reduced the level of p-AKT and p-S6 to 42 and 27% of
untreated controls, respectively, AraC treatment had no
major effect. Memantine treatment alone enhanced the
expression of p-ERK1/2, however, concomitant drug
treatment reduced p-ERK1/2 by 54% compared to AraC
monotherapy. Neither AraC nor AraC/memantine treat-
ment significantly altered the expression of p-JNK1/2
(Fig. 3a), indicating a selective inhibition of signaling
molecules by AraC and AraC/memantine. Furthermore,
AraC treatment resulted in decreased nuclear MYC and
this effect was even stronger upon memantine co-treat-
ment (a further 4-fold decrease) (Fig. 3b). In contrast,
AraC and AraC/memantine co-treatment showed a

similar nuclear accumulation of the transcription factor
JUN, suggesting that JUN induced by AraC is not signifi-
cantly affected by memantine (Fig. 3b). Thus, in combin-
ation with AraC, memantine fosters inhibition of AKT,
ERK1/2 and MYC signaling in Jurkat cells, key regulators
of proliferation and survival in acute leukemia.

Memantine enhances CytC release and Caspase-9
activation
Since memantine potentiated AraC-induced cell death,
we investigated distinct apoptosis mechanisms. Analyz-
ing the extrinsic apoptotic pathway, Caspase-8 levels in
AraC- and AraC/memantine-treated Jurkat cells were
similar (Additional file 1: Figure S2a) consistent with a
previous report on AraC-induced apoptosis [53]. In
addition, in Caspase-8-deficient (C8) and parental (A3)
Jurkat cells memantine co-treatment led to a similar en-
hancement of AraC-induced cell death (Additional file 1:
Figure S2b), indicating that the effects of memantine are
independent of Caspase-8 activity. We next studied
whether memantine acts on the intrinsic apoptotic path-
way. Memantine co-treatment augmented the percent-
age of CytClow Jurkat cells, representing apoptotic cells
having released mitochondrial CytC, by 10–40% (Fig. 4a).
Furthermore, expression of Caspase-9 fragments, which
are indicative of active Caspase-9 induced by mitochon-
drial CytC release, was elevated in Jurkat cells upon
co-treatment in comparison to AraC monotherapy (Fig.
4b). Combined drug treatment also resulted in a 4-fold
increase in the expression of the cleaved active form of
Caspase-3 (Fig. 4b). The important contribution of
Caspase-9 activation for cell death potentiated by mem-
antine was supported by analysis of Caspase-9-deficient
(JMR) and Caspase 9-reconstituted (F9) cells. Meman-
tine significantly enhanced AraC-induced cell death in
F9, but not in JMR cells, which were less sensitive to
AraC treatment than F9 cells (Fig. 4c). Overall, the

(See figure on previous page.)
Fig. 2 Memantine potentiates AraC-induced cell death and decline of ATP content and cell proliferation. a Jurkat cells were cultured with AraC
±memantine for 72 h and cell death was determined with PI staining and flow cytometry. The mean ± SD percentage of PI+ cells was calculated
from n = 4 independent experiments. b Jurkat cells were cultured with AraC and memantine in constant drug ratios for 72 h. The combination
index (CI) for AraC+memantine treatment and the dose reduction index (DRI) for AraC was calculated from n = 5 independent experiments with
the Chou-Talalay method. c Jurkat cells, cultured in duplicates, were infected with lentivirus harboring shRNA against Kv1.3 channels (Sh-Kv1.3 (1)
and Sh-Kv1.3 (2)) or scrambled sequence (Sh-scr). 48 h post lentiviral infection, part of Jurkat cells were treated with 20 nM AraC. SYTOX staining
was performed at day 5. The mean + SD percentage of SYTOX+ cells from duplicate cultures is shown for one out of two experiments. d Jurkat
cells were cultured without drug, with memantine and AraC±memantine for 72 h and intracellular ATP content was determined with CellTiter-
Glo® luminescent assay. Data shows relative light units (RLU) and mean of n = 5 independent experiments. e DNA synthesis of Jurkat cells treated
with AraC±memantine was determined by 3[H]-Thymidine incorporation at 72 h; data show mean + SD cpm values of triplicates of one
representative experiment (out of 5). f CEM cells were cultured in triplicates with the indicated concentrations of AraC±memantine (100 μM) for
72 h. PI staining was used to determine cell death. The graph shows the mean + SD percentage of PI+ cells. Data is representative for n = 3
independent experiments. g PBMC isolated from a newly diagnosed T-ALL patient (78 years of age, 83% blasts) were cultured in triplicates for 72
h with the indicated concentrations of AraC±memantine. The percentage + SD of sub-G0/1 cells (indicative of dead cells) was determined with PI
staining and flow cytometry. h CD3+ T cells were isolated from healthy donors and cultured in triplicates with AraC (3 μM) ±memantine for 72 h.
Data show the percentage ± SD of PI+ cells calculated from n = 3 donors. Significance in a-h was determined with Student’s t-test with P* < 0.05,
P** < 0.01, P*** < 0.001, and ns = not significant
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results allow the conclusion that memantine enhances
AraC-induced cell death by promoting CytC release and
activation of Caspase-9 and Caspase-3, thus amplifying
intrinsic apoptosis.

Memantine potentiates AraC cytotoxicity in AML cell lines
and primary AML blasts
Since in adults acute leukemia mainly comprises myeloid
differentiation, we asked whether AraC/memantine
co-treatment could be an option in therapy of AML.
Therefore, we analyzed the human myeloid leukemia cell
lines HL-60, Molm-13 and OCI-AML-3. Surface expres-
sion of Kv1.3 channels on these AML cell lines was veri-
fied by flow cytometry (Additional file 1: Figure S3a)
[54]. Patch-clamp studies confirmed their functionality
and the average expression number could be calculated
to 505, 431 and 464 Kv1.3 channels per cell for HL-60,
Molm-13 and OCI-AML-3, respectively (Additional file
1: Figure S3b). Memantine blocked Kv1.3 channel activ-
ity with IC50 values of 25, 45 and 15 μM for HL-60,

Molm-13 and OCI-AML-3 cells (Fig. 5a). In combination
with AraC, 25–100 μM memantine further enhanced
AraC-induced cell death in the AML cell lines investigated
(Fig. 5b). CI values calculated from constant drug ratio
experiments showed synergistic effects with CI values at
Fa 0.97 of 0.46, 0.76 and 0.71 for HL-60, Molm-13 and
OCI-AML-3 cells, respectively, and DRI values at Fa 0.97
of 7.7, 1.8 and 5.4 (Additional file 1: Figure S3c).
Co-application of memantine also significantly raised the
percentage of CytClow cells in each AraC-treated AML cell
line (Fig. 5c), indicating enhanced mitochondrial dysfunc-
tion. Immunoblotting of Molm-13 cells revealed that
combined AraC/memantine treatment enhances the de-
cline of p-AKT and p-ERK1/2 compared to AraC applica-
tion alone (Additional file 1: Figure S3d). Altogether, these
results suggest that memantine potentiates AraC cytotox-
icity through similar mechanisms in acute lymphoid and
myeloid leukemia cell lines.
To validate memantine’s therapeutic potential in AML,

we analyzed leukemic blasts from bone marrow of 10
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Fig. 3 Memantine co-treatment augments inhibition of AKT, ERK1/2 and MYC signaling. a. and b. Jurkat cells were cultured without drug, with
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Western blot is shown for each indicated protein. The data in bar graphs provide the mean + SD relative expression of the indicated protein
calculated from densitometric quantifications of n = 3–4 independent experiments for each indicated protein
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AML patients (Additional file 1: Table S1). Low surface
expression of Kv1.3 was detectable on all analysed viable
CD117+ AML blasts (Fig. 6a). Although sensitivity of
AML cells towards AraC and memantine varied between
individuals, co-treatment with memantine (100 and 50
μM) further increased cell death of AraC-treated AML
samples (Fig. 6b and c). Nature of memantine and AraC
interaction was evaluated by calculating coefficient of
drug interaction (CDI) values. Interestingly, CDI values
were less than one indicating synergism when the cells
were simultaneously treated with memantine and AraC.

Compared to cell lines, patients’ primary leukemic cells
were more sensitive to memantine monotherapy as it
induced pronounced cell death in the absence of AraC.
The results from primary acute leukemic blasts suggest
that combined AraC/memantine treatment could be a
therapeutic strategy to enhance cell death in acute
leukemia.

Discussion
In line with reports underscoring the importance of
Kv1.3 channels in survival of leukemic B cells [28, 55]
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and JMR cells
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and various cancer cell lines [54], our data provide initial
evidence that Kv1.3 channels are druggable targets in
chemotherapy of T-ALL and AML. To address the clin-
ical need for a pharmacological Kv1.3 channel inhibitor,
we used memantine, which shows an excellent safety
profile and is licensed for NMDAR antagonism in ad-
vanced Alzheimer disease [35]. Memantine inhibited
Kv1.3 channels and potentiated AraC-induced cell death
of acute lymphoid (Jurkat, CEM) and myeloid (HL-60,
Molm-13, OCI-AML-3) leukemia cell lines (representing
highly chemoresistant aggressive clones) as well as pri-
mary acute leukemic blasts. Synergistic drug effects were
observed for the analyzed cell lines and AML blasts. Jur-
kat and Molm-13 cells showed enhanced reduction of
ERK1/2 and AKT signaling upon drug co-treatment and

enhanced cell death of Jurkat and AML cell lines was
connected with increased CytC release. Since mitochon-
drial Kv1.3 channels contribute to the intrinsic apoptotic
pathway upon a pre-existing apoptotic stimulus [23, 25],
AraC may act as a sensitizer for inhibition of Kv1.3
channels. Thus, addition of memantine to AraC results
in enhanced CytC release and activation of Caspase-9
and Caspase-3. In primary ALL and AML blasts mem-
antine monotherapy already induced cell death, but
combination of memantine and AraC was most effective
in cell death induction of leukemic blasts. In contrast
to acute leukemic cells, primary non-malignant T lym-
phocytes did not show a relevant potentiation of AraC
by memantine. This may relate to the enhanced suscep-
tibility of malignant cells to reactive oxygen species
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produced at the mitochondria upon apoptosis induc-
tion [23, 25].
Using murine lymphocytes, we previously reported

that memantine blocks Kv1.3 and KCa3.1 channels [37].
Therefore, we do not exclude a possibility of memantine
affecting KCa3.1 channels (and maybe other ion channels)
[50, 54, 56, 57] which might contribute to memantine’s
potentiation of AraC cytotoxicity. Compared to meman-
tine treatment alone, knockdown of Kv1.3 mRNA in Jurkat
cells was more effective in inducing cell death. This could
in part be due to transient pharmacological blockade of

cell surface Kv1.3 channels by memantine and a compen-
satory up-regulation of Kv1.3 channel expression and
activity as a mechanism of drug resistance [39, 54].
The PI3K-AKT-mTOR and ERK1/2 signaling pathways

are commonly activated in acute leukemia and confer
poor prognosis [52]. PI3K-AKT-mTOR inhibitors have
been used in clinical trials [13, 58], however, the induc-
tion of feedback and compensatory mechanisms, like
aberrant ERK1/2 activation leading to phosphorylation
of ribosomal protein S6, may have contributed to drug
resistance [6]. Further, treatment of T-ALL cell lines
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Fig. 6 Memantine potentiates cell death of patients’ myeloid leukemic blasts. a Bone marrow (BM) cells of AML patients were analysed for
surface expression of Kv1.3 by flow cytometry. Histograms show Kv1.3 profiles of viable CD117+ leukemic blasts cultured for 3 or 24 h and are
representative for eight BM samples. Cells without Kv1.3 staining are depicted in grey histograms. b. and c. BM cells of 10 AML patients
(Additional file 1: Table S1) were cultured without any drug, with memantine alone (100 μM lower left graph, 50 μM lower right graph), with 1
μM and 2 μM AraC alone, and with AraC plus memantine for 48 h. Cell death was determined with SYTOX/Annexin-V staining and flow cytometry.
SYTOX−Annexin-V− cells were considered as viable cells. For each patient, cell viability of untreated (control) AML cells was set as 100% and cell
viability of treated AML cells was related to the corresponding control sample. b The graphs show data of two representative patients (cells were
treated with 100 μM memantine). c Graphs provide the relative cell viability of BM cells of 10 AML patients. Coefficient of drug interaction (CDI) values
for combined memantine and AraC treatments are provided in the boxes; CDI < 1 indicates synergism and CD > 1 antagonism
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with PI3K and mTOR inhibitors led to an up-regulation
of MYC [59, 60]. Here we found that memantine
co-treatment targets several central signaling cascades as
it concurrently decreased AKT, ERK1/2 and MYC sig-
naling while increasing mitochondrial CytC release and
Caspase-9/Caspase-3 activation. Since memantine/AraC
co-treatment led to effective killing of lymphoid and
myeloid leukemia cell lines and patients’ leukemic blasts
with different genetic background, memantine may act
through ‘common’ mechanisms that feed into or extend
the AraC-induced cell death machinery. Beside inhib-
ition of AKT-mTOR and ERK1/2 signaling, these may
include inhibition of calcium signaling and cell cycle by
altering the membrane potential [49] and increase of
intracellular potassium concentrations, which inhibited
AKT-mTOR activity in T-effector cells by unknown
mechanisms [61].
Memantine is an orally given drug with excellent

bioavailability and long half-life. Steady-state memantine
concentrations in serum of treated (10–20mg/day) Alz-
heimer patients were reported to be < 1.0 μM [35, 36]. In
our study, effective memantine concentrations (given
only once at begin of cell culture) ranged from 25 to
100 μM. However, daily therapeutic doses of memantine
block Kv1.3 channels on blood T cells and inhibit T cell
function in vivo, whereas inhibition of human T cell
function in vitro required higher memantine concentra-
tions [39]. Various pharmacologic factors such as drug
metabolites, half-life, daily dosing, and niche specific
drug-cell interactions might account for the difference
of in vitro versus in vivo drug effectiveness. Memantine
is being tested in several disease settings without show-
ing severe side effects even in elderly patients and at
higher drug doses. As a licensed drug proven to inhibit
Kv1.3 channels in vivo, memantine seems to be suited
for testing a potential cooperative action in AraC ther-
apy of acute leukemia.

Conclusion
Our data support the concept of targeting Kv1.3 channels
in ALL and AML therapy and, though in vivo studies
remain to be performed, suggest memantine as a potential
intensifier of AraC-based treatments of different subtypes
of acute leukemia, particular in palliative low-dose AraC
monotherapy of patients.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Characteristics of AML patients. Figure S1.
a Kv1.3 expression on Jurkat cells; grey histogram shows isotype staining.
b Knockdown of Kv1.3 mRNA in Jurkat cells via lentivirus harboring Sh-
Kv1.3 (1), Sh-Kv1.3 (2) or scrambled (Sh-scr) sequence. Data give the relative
mean + SEM expression of Kv1.3 mRNA from triplicate cultures of one experi-
ment at day 3, n = 6. c Kv1.3 expression on CEM cells; grey histogram shows
unstained cells. Figure S2. a Jurkat cells were cultured without drug, 100 μM

memantine, 60 nM AraC, and memantine+AraC for 72 h. Caspase-8 and β-
actin expression was analysed by Western blot. Data show mean + SD
relative expression of Caspase-8; n = 4. b Parental A3 and Caspase-8-
deficient C8 cells were treated with AraC±memantine for 72 h; mean
± SD percentage of PI+ cells was calculated from n = 5. Western blot
shows Caspase-8 and β-actin expression. Student´s t-test: P** < 0.01,
P*** < 0.001, ns = not significant. Figure S3. a Kv1.3 expression on
HL-60, Molm-13, OCI-AML-3; grey histograms show unstained cells. b
Number of Kv1.3 channels/cell of HL-60, Molm-13, and OCI-AML-3.
Data show mean ± SEM Kv1.3 channel number of n = 4-5 experi-
ments for each cell line and mean Kv1.3 number of all cells. c HL-60,
Molm-13, OCI-AML-3 cells were cultured with AraC and memantine at fixed
drug ratios for 72 h; percentage of PI+ cells was determined. For each cell
line, combination index (CI) and dose reduction index (DRI) for AraC were
calculated from n = 4-5 using Chou-Talalay method. CI < 1 drug syner-
gism, CI = 1 additivity, CI > 1 drug antagonism. d Molm-13 cells were
cultured without drug, 100 μM memantine, 250 nM AraC, and meman-
tine+AraC for 46 h. Cytoplasmic expression of indicated proteins was
analysed by Western blot; n = 2-3. (PDF 226 kb)
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