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ARAŞTIRMA (Research Report) 

İNSAN KAN LENFOSİTLERİNDE SİTRİNİNİN MİTOTİK İNDEKS  
ÜZERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI* 

Investigation of Effect of the Citrinin on Mitotic Index in the  
Human Blood Lymphocytes 

Hamiyet DÖNMEZ ALTUNTAŞ1, Gülcan DUMLUPINAR COŞGUN2,  
Nalan İMAMOĞLU3,Zuhal HAMURCU3, Bilal Cem LİMAN4, Halil DEMİRTAŞ1 

Özet : Mikotoksinler, insanlarda ve hayvanlarda 
hastalıklara ve ölüme sebep olabilen mikrofunguslar 
tarafından oluşturulan ikincil metabolitlerdir.  
Bu çalışmada, insan periferal kan lenfositlerinde 
mikotoksin sitrininin (CTN) mitotik indeks (MI) 
üzerine etkileri araştırılmıştır. Altı sağlıklı sigara 
içmeyen bireyden (3 erkek ve 3 kadın) heparinize 
periferal kan örnekleri alınmış ve Nutrient Mixture F-
10 kültür ortamında 72 saat süre ile her bir kişi için 9 
ayrı tüpte kültüre edilmiştir. Kültür işleminin son 48 
saati boyunca, lenfosit kültürleri 10 mM, 20 mM, 40 
mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM konsantrasyonlarda 
CTN, 0.1 mM konsantrasyonda mitomisin c (pozitif 
kontrol) ve % 0.5 absolu etanol ile muamele 
edilmiştir. Metafaz elde etmek için, kültürlere 70. 
saatte 0.1 μg/ml son konsantrasyonda kolsişin 
eklenmiş ve 72. saatte kültür işlemi sonlandırılmıştır. 
60 mM, 80 mM ve 100 mM CTN 
konsantrasyonlarındaki MI değerlerinin, negatif 
kontrollerin MI değerlerine göre önemli bir şekilde 
azaldığı bulunmuştur (p=0.001). Ayrıca, CTN 
konsantrasyona bağlı  olarak da insan 
lenfositlerindeki MI oranlarında önemli bir azalmaya 
sebep olmuştur. 
Bu sonuçlar, kültüre edilmiş insan lenfositlerinde 
yüksek konsantrasyonlardaki CTN’in sitotoksik 
olduğunu düşündürmektedir. 
 
 
Anahtar kelimeler:  Sitrinin, lenfosit, mitotik indeks 

Summary : Mycotoxins are secondary metabolites 
produced by microfungi that are capable of 
causing disease and death in humans and other 
animals. 
In the present study, the mycotoxin citrinin (CTN) 
was evaluated for their effects on mitotic index 
(MI) rates of human peripheral blood lymphocytes. 
Heparinized peripheral blood samples were 
obtained from six healthy non-smoking individuals 
(3 females and 3 males) and cultured for 72 h in 
the culture medium Nutrient Mixture F-10 in 9 
different tubes for each individual. Lymphocyte 
cultures were treated for the last 48 h with CTN at 
the following concentrations, 10 mM, 20 mM, 40 
mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM, and 0.1 mM 
mitomycin c (positive control) and 0.5% absolute 
ethanol. To block metaphases, at 70 h of 
incubation, colchicine was added to cultures to 
give a final concentration of 0.1 μg/ml, and 
cultures were harvested cells at 72 h.  
At 60 mM, 80 mM and 100 mM CTN 
concentrations, significantly reduced MI values in 
comparison with negative controls were found 
(p=0.001). In addition, CTN caused a significant 
concentration-dependent decrease in MI rates in 
human lymphocytes. These results make thinking 
that CTN at the high concentrations is cytotoxic in 
cultured human lymphocytes. 
 
Key words: Citrinin, lymphocytes, mitotic index 
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Mikotoksin çeşitli mantar türleri tarafından oluştu-
rulur. Ayrıca yapısal olarak farklı ikincil 
metabolitleri üretirler. Bu toksik bileşikler besinlere 
ve ekinlere bulaşabilir. Bulaşan bu materyaller in-
san ve hayvanlarda patojenik olabilir ve ciddi sağlık 
problemlerine örneğin karaciğer, böbrek ve sinir 
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  sisteminde hasara, ve karsinogeneze öncülük yapa-
bilir (1, 2). 

Sitrinin (CTN) mikotoksini toksik ikincil bir 
metabolittir (Şekil 1), ilk kez Penicillium 
citrinum’dan izole edilmiştir (3). Ayrıca 
Penicillium’um diğer türleri (P. lividus, P. 
implicatum, P. citreo-viride, P. jenseni, P. notatum, 
P. expansum) (4), Aspergillus (A. terreum, A. 
candidus, A. nivies, A. carneus) (5) ve Monascus 
(6-8) tarafından da üretilmektedir. Bu mantarların 

antibakteriyel etkilerinden dolayı CTN antibiyotik 
olarak araştırılmış (9), ancak toksisite çalışmaları 
bu ikincil metabolitin hayvanlarda nefrotoksik (10) 
etkilerinin olduğunu, böbreğin proksimal 
tübüllerine zarar verdiğini (11) ve insanlarda Bal-
kan endemik nefropatisinde etken ajan olduğunu 
göstermiştir (12, 13). CTN’in bulaşması farklı coğ-
rafik lokalizasyonlarda biyolojik sıvılara olduğu 
kadar tarım ürünlerine, yiyeceklere bulaştığı da 
rapor edilmiştir (14-18). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 1. Sitrinin (C13H14O5 ) yapısı 

Mikotoksinlerden biri olarak CTN antibiyotik, 
bakteriostatik, antifungal ve antiprotozoal özellik-
lere sahiptir. Çeşitli türleri hepato-nefrotoksin ola-
rak bilinmesine karşın (19, 20), in vitro çalışmalar 
CTN’in renal mitokondriyal fonksiyon ve 
makromolekül biyosentezi üzerinde pek çok etkiye 
neden olduğunu göstermiştir (21-23). Buna ek ola-
rak CTN, et, meyve, tahıl (24) ve peynir (25) gibi 
besinlerde diğer nefrotoksin-ochratoksin A ile bir-
likte oluşur ve sinerjitik etki yapar (26, 27). 

Önemli mikotoksinler arasında yer alan CTN’in 
sitotoksik etkileri üzerine yapılan çalışmalar az 
sayıdadır. Çalışmamızda, CTN değişik dozlarda 
insan lenfosit kültürlerine in vitro şartlarda eklene-
rek ve mitotik indeks (MI) oranları değerlendirile-
rek, CTN’in insan kan lenfositleri üzerindeki 
sitotoksik etkileri araştırılmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışma için, 25-30 yaşları arasında her iki cinsiyet-
ten üçer kişi olmak  üzere toplam altı sağlıklı kişi-
den heparinize periferal kan örnekleri alınmıştır. 
Çalışmaya katılan kişiler, sigara ve alkol kullanma-
yan, az miktarda (günde 1-3 fincan) çay içen,  kah-
ve içme alışkanlığı olmayan, son üç ayda herhangi 
bir ilaç kullanmamış olan, kalıtsal bir hastalığı ol-
mayan ve ailesinde kanser öyküsü olmayan sağlıklı 
kişilerden seçilmiştir. 

Her bir kişi için, ~0.4 ml heparinize kan örneği, 
Nutrient Mixture F-10 (Biol. Ind.), fetal kalf serum 
(% 25; Biol. Ind.), fitohemaglutinin (% 1.5; Biol. 
Ind.), 100 U/ml penisilin (Biol. Ind.)  ve 100 μg/ml 
streptomisin (Biol. Ind.) içeren 9 ayrı kültür tüpüne 
steril ortamda eklendi ve 37oC de 72 saat kültüre 
edildi. Bu tüplerin altısı CTN’in farklı konsan-
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  trasyonları, biri pozitif kontrol, biri etanol kontrol 
ve biri de negatif kontrol grubu olarak kullanıldı. 
Etanol kontrol grubu % 0.5 absolu etanol içer-
mekte ve negatif kontrol grubu ise CTN ya da 
etanol içermemektedir.  

10 mg CTN (Sigma) 2 ml etanol ile çözülerek stok 
solusyonu hazırlandı. Stok solusyondan 0.2 ml 
alınıp üzerine 0.8 ml etanol eklenerek 1 mg/ml 
olacak şekilde sulandırıldı. Hazırlanan bu 
solusyonlar –20oC de saklandı. Sulandırılarak ha-
zırlanan CTN solusyonundan 10 μM, 20 μM, 40 
μM konsantrasyonlarda CTN içeren kültür tüpleri-
ni oluşturmak üzere tüplere ayrı ayrı ve sırası ile 
12.5 μl, 25 μl, 50 μl eklendi. 60 μM, 80 μM, 100 
μM konsantrasyonlarda CTN içeren kültür tüpleri-
ni oluşturmak üzere Stok CTN solusyonundan tüp-
lere ayrı ayrı ve sırası ile 15 μl, 20 μl, 25 μl eklen-
di. 

Pozitif kontrol olarak mitomisin C (MMC; Sigma) 
kullanıldı. 2 mg MMC 10 ml steril distile su ile 
çözülerek stok solusyonu hazırlandı. Stok 
solusyondan 0.1 ml alınarak üzerine 0.9 ml steril 
distile su eklendi. Hazırlanan bu solusyon –20oC 
de saklandı ve hazırlanan bu solusyondan pozitif 
kontrol kültür tüplerine son konsantrasyonu 0.1 
μM olacak şekilde 8.36 μl MMC eklendi. 

Lenfosit kültürleri 10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 
mM, 80 mM, 100 mM konsantrasyonlarda CTN, 
0.1 mM konsantrasyonda MMC ve % 0.5 absolu 
etanol ile kültür işleminin son 48 saati boyunca 
muamele edildi. Mitoz elde etmek için, tüm kültür 
tüplerine 10 μg/ml’lik kolsişin (Biol. Ind.) 
solusyonundan 70. saatte son konsantrasyonu 0.1 
μg/ml olacak şekilde 0.05 ml eklendi ve 72. saatte 
kültür işlemi sonlandırıldı. 

Her kültür tüpü için ayrı pastör pipeti kullanılarak 
farklı preparatlar hazırlandı ve lamlar ayrı ayrı 
kodlandı. Kurumuş olan preparatlar yeni hazırla-
nan %5’lik giemsada 6 dakika bekletilerek boyan-
dı. Ayrıca her bir kişinin her bir CTN konsantras-
yonu (10-100 μM arası), negatif kontrol, pozitif 
(MMC) kontrol ve etanol (çözücü) kontrol için 2 
kültür tüpüne ekim yapıldı ve her iki kültür tüpün-
den hazırlanan preparatlar değerlendirildi. Işık 
mikroskobunda 400X büyütmede, altı sağlıklı kişi-

nin lenfosit kültürlerinden her bir CTN konsantras-
yonu, negatif kontrol, pozitif kontrol ve etanol 
kontrol için hazırlanan preparatlarda 3000 aktive 
(stimule) olmuş lenfosit sayıldı ve mitozlar kayde-
dildi. 

Altı sağlıklı kişinin lenfosit kültürlerinde CTN’in 
uygulanan farklı konsantrasyonlarında bulunan MI 
değerleri non-parametrik testlerden Friedman testi 
(Çoklu karşılaştırma yöntemlerinden Tukey testi) 
ile istatistiksel olarak değerlendirildi. Negatif kont-
rol, pozitif kontrol, etanol kontrol ve farklı CTN 
konsantrasyonlarındaki MI değerlerinin birbiri ile 
olan ilişkisini belirlemek için  Sperman rho korelas-
yon analizi kullanıldı. 

 

BULGULAR 

Altı kişinin lenfositlerinde 6 farklı CTN konsantras-
yonu, negatif kontrol, pozitif kontrol ve etanol 
kontrollerdeki  mitoz ve hücre sayıları (Mitoz sayı-
sı/hücre sayısı) Tablo I’de verilmiştir. Altı kişinin 
lenfositlerinde farklı CTN konsantrasyonları, nega-
tif kontrol, pozitif kontrol ve etanol kontrollerdeki 
MI değerleri yüzde olarak Tablo II’de verilmiştir. 
Ortalama %±SS değerleri: negatif kontrolde 
6.72±1.45, etanol kontrolde 5.81±1.40, pozitif kont-
rolde 3.53±0.32, 10 μM CTN’de 5.39±1.57, 20 μM 
CTN’de 4.51±0.99, 40 μM CTN’de 3.77±0.76, 60 
μM CTN’de 3.61±0.75, 80 μM CTN’de 3.44±0.67, 
ve 100 μM CTN’de 3.19±0.47 olarak bulunmuştur. 
Negatif kontrol, etanol kontrol, pozitif kontrol ve 6 
farklı (10 μM, 20 μM, 40 μM, 60 μM, 80 μM, ve 
100 μM) CTN konsantrasyonundaki MI değerleri 
kendi aralarında karşılaştırıldığında (Tukey test), 
negatif kontrol MI değerleri ile pozitif kontrol ve 60 
μM, 80 μM, 100 μM CTN konsantrasyonlarındaki 
MI değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak 
anlamlı olduğu bulunmuştur (p=0.001).  Etanol 
kontrol MI değerleri ile 100 μM CTN konsantras-
yonundaki MI değerleri arasındaki farkın istatistik-
sel olarak anlamlı olduğu (p=0.001), ve etanol kont-
rol MI değerleri ile pozitif kontrol ve 10 μM, 20 
μM, 40 μM, 60 μM, 80 μM CTN konsantrasyonla-
rındaki MI değerleri arasındaki farkın ise istatistik-
sel olarak anlamsız olduğu bulunmuştur (p>0.05). 
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  Tablo I. Altı sağlıklı kişinin lenfosit kültürlerinde negatif kontrol, etanol kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve farklı 
sitrinin konsantrasyonlarındaki mitoz ve hücre sayıları (Mitoz sayısı/hücre sayısı olarak gösterilmiştir). 

 
 
Tablo II. Altı sağlıklı kişinin lenfosit kültürlerinde negatif kontrol, etanol kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve 
farklı CTN  konsantrasyonlarındaki mitotik indeks değerleri (değerler % olarak verilmiştir). 

SS: Standart sapma 
 a p=0.001; Negatif kontrol ile karşılaştırıldığında. 
b p=0.001; Etanol kontrol ile karşılaştırıldığında. 
 
 

 Denek (n) Negatif 
kontrol 

Etanol 
kontrol 

Pozitif 
kontrol 

10 mM 
sitrinin 

20 mM 
sitrinin 

40 mM 
sitrinin 

60 mM 
sitrinin 

80 mM 
sitrinin 

100 mM 
sitrinin 

1 224/3165 195/3028 109/3101 203/3389 141/3182 120/3090 115/3126 106/3002 100/3101 

2 142/3148 125/3057 118/3432 133/3056 135/3141 116/3171 103/3092 104/3272 92/3134 

3 173/3189 134/3097 118/3152 110/3121 91/3120 92/3205 90/3292 88/3327 80/3049 

 4  230/3177  190/3250  106/3421  144/3239  136/3200  108/3169  103/3121  105/3330  95/3088 

5 252/3017 238/3058 133/3317 224/3006 174/3025 159/3083 151/3035 141/3025 121/3000 

6 231/3004 201/3148 102/3056 167/3017 175/3235 113/3103 109/3018 107/3077 99/3071 

Denek (n) Negatif 
kontrol 

Etanol 
kontrol 

Pozitif 
kontrol 

10 mM 
sitrinin 

20 mM 
sitrinin 

40 mM 
sitrinin 

60 mM 
sitrinin 

80 mM 
sitrinin 

100 mM 
sitrinin 

1 7.08 6.44 3.52 6.99  4.43 3.88 3.68  3.53 3.23 

2 4.51  4.09  3.44  4.35  4.30 3.66  3.33  3.18 2.94  

3 5.43 4.33  3.74 3.53  2.92 2.87 2.73  2.65  2.62  

4 7.24 5.85 3.10 4.45 4.25 3.41 3.30 3.15 3.08 

 5  8.35 7.78 4.01  7.45 5.75 5.16 4.98 4.66 4.03 

 6 7.69  6.39 3.34 5.54  5.41 3.64 3.61 3.48 3.22 

Ortalama                6.72±1.45  5.81±1.40  3.53±0.32  5.39±1.57  4.51±0.99 3.77±0.76 3.61±0.75 3.44±0.67  3.19±0.47 

Ortanca (min-
max) 

7.16               
(4.51-8.35) 

6.12          
(4.09-7.78) 

3.48            
(3.10-4.01)a 

4.99        
(3.53-7.45) 

4.37            
(2.92-5.75) 

3.65           
(2.87-5.16) 

3.47            
(2.73-4.98)a 

3.33 (2.65-
4.66)a 

3.15            
(2.62-4.03)a, b 

Altı kişinin lenfosit kültürlerindeki negatif kontrol, 
pozitif kontrol, etanol kontrol ve farklı CTN kon-
santrasyonlarındaki MI değerlerinin birbiri ile olan 
ilişkisi Sperman rho korelasyon analizi ile değer-

lendirildiğinde, farklı CTN konsantrasyonlarındaki 
MI değerlerinin konsantrasyona bağlı olarak azaldı-
ğı gösterilmiştir (Tablo III). 
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  Tablo III. Altı sağlıklı kişinin lenfosit kültürlerindeki negatif kontrol, pozitif kontrol, etanol kontrol ve farklı 
CTN konsantrasyonlarındaki MI değerlerinin birbiri ile olan korelasyon matrisinin dağılımı  

  Negatif 
kontrol 

Etanol 
kontrol 

Pozitif 
kontrol 

10 mM 
sitrinin 

20 mM 
sitrinin 

40 mM 
sitrinin 

60 mM 
sitrinin 

80 mM 
sitrinin 

100 mM 
sitrinin 

Negatif 
kontrol 

1                 

Etanol 
kontrol 

r=0.829 
p=0.042 

1               

Pozitif 
kontrol 

r=0.086 
p=0.872 

r=0.371 
p=0.468 

1             

10 mM 
sitrinin 

r=0.771 
p=0.072 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.257 
p=0.623 

1           

20 mM 
sitrinin 

r=0.714 
p=0.111 

r=0.771 
p=0.072 

r=0.257 
p=0.623 

r=0.886 
p=0.019 

1         

40 mM 
sitrinin 

r=0.371 
p=0.468 

r=0.657 
p=0.156 

r=0.429 
p=0.397 

r=0.829 
p=0.042 

r=0.829 
p=0.042 

1       

60 mM 
sitrinin 

r=0.600 
p=0.208 

r=0.829 
p=0.042 

r=0.371 
p=0.468 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.943 
p<0.01 

1     

80 mM 
sitrinin 

r=0.600 
p=0.208 

r=0.829 
p=0.042 

r=0.371 
p=0.468 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.999 
p<0.01 

1   

100 mM 
sitrinin 

r=0.771 
p=0.072 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.257 
p=0.623 

r=0.999 
p<0.01 

r=0.886 
p=0.019 

r=0.829 
p=0.042 

r=0.943 
p<0.01 

r=0.943 
p<0.01 

1 

TARTIŞMA  

Kiso ve arkadaşları (28) çalışmalarında CTN ve 
patulin mikotoksinlerinin mikrotubul (mitoz sıra-
sında kromatidlerin ayrılmasında fonksiyon gören 
ökaryotik sitoiskelet yapısı) kaybı üzerine etkileri-
ni araştırmışlar ve CTN’in 25-100 μg/Disk kon-
santrasyonlarında Aspergillus nidulans benA33 
mutantlarında mikrotubul asemblesini inhibe ettiği-
ni göstermişlerdir. Benzer şekilde, CTN’in Chinese 
hamster V79 hücrelerinde de konsantrasyona bağlı 
olarak mikrotubul polimerizasyonunu inhibe ettiği 
ve mitotik hücre sayılarının arttığı gösterilmiştir 
(29). Bu bulgulara zıt olarak bizim sonuçlarımızda, 
kültüre edilmiş insan lenfositlerinde negatif kontrol 

MI değerleri ile pozitif kontrol ve 60-100 μM arası 
yüksek CTN konsantrasyonlarındaki MI değerleri 
arasındaki fark anlamlı bulunmuş (Tablo II), ve 
CTN konsantrasyonları arttıkça konsantrasyona 
bağlı olarak metafaz sayılarının azaldığı ve dolayı-
sıyla MI oranlarının azaldığı gösterilmiştir (Tablo 
III). 

Ancak, bizim sonuçlarımızla tutarlı olarak, soğan 
(Allium cepa) kök hücrelerinde CTN’in farklı kon-
santrasyonlarında MI oranlarının araştırıldığı başka 
bir çalışmada, CTN konsantrasyonlarının artışı ile 
MI oranlarında önemli azalmalar olduğu gözlen-
miştir (30). Ayrıca, kültüre edilmiş hepatom hücre-
lerinde CTN’in 50 ve 200 μM arası konsantrasyon-
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  larında sitotoksik olduğu (31), Chinese hamster 
V79 hücrelerinde >40 μM CTN konsantrasyonla-
rında ölü hücre oranlarının arttığı (29) ve insan 
embriyonik böbrek hücrelerinde (HEK293) 60 μM 
konsantrasyonda hücre canlılığında azalmaya sebep 
olduğu (32) gösterilmiştir. 

İnsan lenfosit kültürlerinin kullanıldığı çalışmamız-
da, mikrotubul polimerizasyonunu inhibe edici etki-
sinden dolayı uyguladığımız CTN konsantrasyonla-
rında mitoz sayılarının artması beklenirken, MI 
değerlerinin konsantrasyona bağlı olarak azaldığını 
gösteren sonuçlar bulmamız şaşırtıcı olabilir. Bu-
nunla birlikte, yukarıda tartışılan çalışmalarda kul-
lanılan hücrelerin, sitotoksisite yöntemlerinin, uy-
gulanan CTN konsantrasyonları ve CTN uygulama 
sürelerinin farklı olması, birbirine ters düşen sonuç-
ları ortaya çıkarabilir. Sonuç olarak, insan kan len-
fositlerinde in vitro olarak yüksek CTN konsantras-
yonlarında mitotik indeksin azaldığını gösteren 
sonuçlarımızın CTN’in sitotoksik etkisini destekle-
diğini  düşünmekteyiz. Bu nedenle, CTN ile 
kontamine olmuş yiyeceklerin tüketilmesinin insan 
sağlığını tehdit edici olduğu unutulmamalı, dikkatli 
olunmalı ve gerekli önlemler alınmalıdır.   
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