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Sažetak
Natrij-hipoklorit (NaOCl) najčešće je  rabljena otopina za ispiranje

i dezinfekciju tijekom obradbe korijenskoga kanala, unatoč činjenici 
da može iritirati periapeksno tkivo. Svrha ovoga rada bila je  utvrditi 
citotoksičnost vodene otopine NaOCl na humanim (HeLa) stanicama 
karcinoma grlića maternice i mišjim (L929) fibroblastima. Ispitane su 
0,5%, 1,0%, 2,5% i 5,25% koncentracije NaOCl. Ukupni broj stanica
izbrojen je  elektroničkim brojačem, a broj živih stanica izbrojen je  pod 
svjetlosnim mikroskopom uz dodatak vitalne nigrosin boje. Najmanje 
promjene morfologije, broja i postotka živih stanica nađene su kod 
koncentracije 0,5%, a 5,25%-tna koncentracija uzrokovala je  potpuni 
gubitak HeLa i L929 stanica. Utvrđena je  statistički vjerodostojna ra 
zlika (p<0,05) između ispitivanih koncentracija NaOCl i kontrolne sku
pine. Između 1,0% i 2,5% NaOCl razlika u toksičnosti nije bila vjero
dostojna za obje stanične linije (p<0.05).
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Uvod

Svrha je endodontskoga liječenja potpuno od
straniti pulpno tkivo, bakterije i njihove metabolič
ke produkte te inficirani dentin kako bi se obliko
vao prostor i ispunio umjetnim materijalima. Za us
pješan zahvat nije dostatna samo mehanička instru
mentacija nego je nužno rabiti i sredstva za kemij
sku obradu endodontskoga prostora koja odstranju
ju sadržaj u korijenskome kanalu:

• fizički (ispiranjem) - protokom kroz kanal teku
ćina otplavljuje nakupljeni sadržaj,

• kemijski (razgradnjom organskih sastojaka, ota
panjem anorganskih, uništavanjem mikroorgani
zama ili dezinfekcijom) (1,2).

Koliko če pojedino sredstvo biti djelotvorno u 
fizičkom odstranjivanju nečistoća iz kanala ovisi o 
(2,3,4):

• proširenosti korijenskoga kanala,
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• o veličini i položaju igle za ispiranje u kanalu,
• o količini tekućine za ispiranje.

Za kemijsku obradu danas se najčešće rabi vo
dena otopina natrij-hipoklorita (NaOCl). Iako ga je  
u kliničku praksu uveo Walker 1936. godine, ime 
mu se spominje već godine 1920. kada je opisana 
uporaba Dakinsove otopine (0,55%-tne otopine na
trij-hipoklorita) (5). Kemijsko odstranjivanje organ
skoga tkiva NaOCl temelji se na otpuštanju hipo- 
klorne kiseline koja reagira s netopljivim proteini
ma, tvoreći topljive polipeptide, aminokiseline i dru
ge sporedne proizvode (6). Djelotvorne koncentra
cije NaOCl su od 2,6 do 5,25% (7).

Svrha ovoga rada bila je odrediti citotoksični uči
nak 0,5%, 1,0%, 2,5% i 5,25%-tne koncentracije 
NaOCl na rast humanih stanica karcinoma grlića 
maternice (HeLa) i mišjih fibroblasta (L929).

broj eno je 100 stanica. Postotak živih stanica izra
čunat je formulom: %=(A/B)xl00, gdje je "A" broj 
živih stanica u eksperimentalnom bunariću, a "B" 
je broj živih stanica u kontrolnoj skupini. Eksperi
ment je ponovljen dva puta.

Rezultati

Morfologija stanica

HeLa i L929 stanice kontrolne skupine sačuvale 
su normalnu morfologiju (Slike 1 i 2). U eksperi
mentalnim bunarićima s ispitivanim koncentracija
ma NaOCl stanice su mijenjale oblik, odljepljivale 
se s podloge i postale okruglaste (Slika 3). S ma
njom koncentracijom stanice su pokazivale manje 
morfološke promjene.

M aterijali i postupak

Kultura stanica

U radu su rabljene HeLa i L929 stanice. Stanice 
su održavane kao jednoslojna kultura u hranjivu me
diju po Eaglu (DMEM) obogaćenom s 10% fetal
noga seruma i antibioticima (100 IU/ml penicilina i 
50g/ml streptomicina) na 37°C i 5% C 0 2.

Ispitivani materijal

Testiranje citotoksični učinak NaOCl. Natrij-hi- 
poklorit je kao 13%-tna vodena otopina sterilizi
ran neposredno prije uporabe propuštanjem kroz fil
ter (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730, 
USA) s porama promjera 0,22 |Lim.

Pokus

Stanice su nasađene na pločicu s 24 bunarića 
(3xl04 stanica/ 1 ml medija). Natrij-hipoklorit je ra
zrijeđen u mediju i u svaki je bunarić dodan 1 ml 
otopine NaOCl-a u koncentarciji od 0,5%, 1,0%, 
2,5% i 5,25%. Hranjiv medij (lm l) dodan je u uzor
ke kao kontrolna skupina. Za svaku ispitivanu kon
centraciju nasađena su 4 bunarića. Stanice su po
hranjene u termostat na 37° C tijekom 24 sata. Elek
troničkim brojačem utvrđen je ukupan broj stanica. 
Broj živih stanica izbrojen je pod svjetlosnim mi
kroskopom uz dodatak nigrosin boje, koja ne ulazi 
u žive stanice. Za svaku eksperimenalnu točku iz-
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Slika 1. HeLa stanice kontrolne skupine, povećanje x6 
Figure 1. HeLa cells of control group, magnification x6
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Slika 2. L929 stanice kontrolne skupine, povećanje x6 
Figure 2. L929 cells of control group, photomicrograph x6
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Slika 3. Izgled stanica nakon djelovanja ispitivanih koncen
tracija natrij-hipoklorita, povećanje x6

Figure 3. Cells morfology after activity of tested sodium hypoc
hlorite concentration, photomicrograph x6

Broj stanica

Ukupan broj HeLa i L929 stanica za 0,5%, 1,0%, 
2,5% NaOCl prikazan je u Tablici 1. Za obje sta
nične linije ukupan broj stanica za 5,25% koncen- 
taciju NaOCl nije utvrđen zbog taloženja otopine u 
mediju. Za statističku raščlambu rabljen je Student 
£-test. Utvrđena je statistički vjerodostojna razlika 
(p<0.05) između ispitivanih koncentracija NaOCl i 
kontrolne skupine i između 0,5% NaOCl u uspo
redbi s 1,0% i 2,5% koncentracijama za HeLa i 
L929 stanice. Između rezultata za NaOCl 1.0% i 
2.5% koncentracije nije zabilježena statistički vje
rodostojna razlika (p<0,05) za obje stanične linije.

Tablica 1. Srednje vrijednosti i standardne devijacije ukupnoga broja HeLa i L929 stanica za ispitivane koncentracije Na-hipoklorita
Table 1. Mean values and standard deviation for total cell number of HeLa and L929 cell for tested concentration of sodium 

hypochlorite

Ispitivane koncentracije 
Na-hipoklorita

HeLa stanice 
HeLa cells

L929 stanice 
L929 cells

Srednja vrijednost 
Mean values

Standardna devijacija 
(SD)

Standard deviation
Srednja vrijednost 

Mean values
Standardna devijacija 

(SD)
Standard deviation

0,50% 2,29xl04 0,36x104 2,69x104 0,25xl04
1,0% 0,52x104 0,09x104 l,19xl04 0,61xl04
2,50% 0,36xl04 0,02x104 0,50xl04 0,97x104
kontrolna skupina - control group 6,77x104 0,09x104 5,30xl04 0,64x104
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Slika 4. Postotak živih HeLa stanica nakon djelovanja ispiti
vanih koncentracija natrij-hipoklorita

Figure 4. The effect of tested concentration of sodium hypoc
hlorite on viability of HeLa cells expressed in per
centage
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Slika 5. Postotak živih L929 stanica nakon djelovanja ispiti
vanih koncentracija natrij-hipoklorita

Figure 5. The effect of tested concentration of sodium hypoc
hlorite on viability ofL929 cells expressed in percen
tage
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Žive stanice

Najveći postotak živih stanica utvrđenje kod naj
manje koncentracije NaOCl (0.5%) za HeLa i L929 
stanice. Postotak se smanjivao s porastom koncen
tracije NaOCl (Slike 4 i 5). Za 5,25% koncentraci
ju  obje stanične linije nisu imale ni jednu živu sta
nicu.

R asprava

Idealno sredstvo za ispiranje korijenskoga kana
la trebalo bi djelovati antimikrobno te otapati or
ganske i anogranske ostatake (8). Jedno od njih je 
natrijev-hipoklorit, za koji u literaturi nalazilmo 
različite, često nedovoljno jasne podatke o djelova
nju. Sposobnost NaOCl da otapa pulpno tkivo po
znata je i predočena u prijašnjim istraživanjima 
(9,10). Natrij-hipoklorit podmazuje tijekom instru
mentacije i otplavljuje strugotine iz korijenskoga ka
nala. Djeluje antibakterijski s mogućnošću detoksi- 
kacije endodontskoga prostora (11,6). Glavni je ne
dostatak NaOCl što uzrokuje koroziju (12) i djelu
je citotoksično ako se injicira u periapeksno tkivo 
(13). Pashley i sur. (14) istaknuli su da djelovanje 
NaOCl nije ograničeno samo na nekrotično tkivo 
nego da kao kaustik djeluje citotoksično na sve sta
nice osim na stanice keratiniziranog epitela. Span- 
berg i sur. (15) ustanovili su da su koncentracije 
iznad 0,5% toksične te preporučuju koncentraciju 
do 1,0% da bi se održao antibakterijski učinak uz 
najnižu granicu toksičnosti. Rezultati naše studije 
pokazuju da je NaOCl citotoksičan in vitro. Najvi
ša rabljena koncentracija (5,25%) ubija sve stanice 
tijekom inkubacijskoga razdoblja od 24 sata. Sma
njivanjem koncentracija NaOCl raste broj živih sta
nica, kojih je najviše pri koncentraciji od 0,5% Na
OCl. Međutim, ovi su rezultati u suprotnosti s re
zultatima Grossmana i sur. (16). Oni navode da kon
centracija od 5,0% NaOCl, koja se preporučuje za 
endodontsko liječenje, nema negativan učinak na pe
riapeksno tkivo i kad nije odstranjeno iz korijen
skoga kanala nakon ispiranja. Razlika je u rezulta
tima zato što je u ovom ispitivanju rabljen model 
in vitro, a Grossmanovi su rezultati dobiveni u in 
vivo uvjetima. £alt i sur. (17) proučavali su in vitro 
citotoksičnost Tubulicid Plus, NaOCl i EDTA kao 
sredstva za ispiranje na Vero stanicama (afrički ze
leni majmuni) određujući broj živih stanica. Usta
novili su toksično djelovanje 5,25% NaOCl, što je

u skladu s našim rezultatima, jer je 5,25% NaOCl 
pokazao najjače toksično djelovanje. Heggers i sur. 
(18) su temeljem in vivo i in vitro ispitivanja anti- 
bakterijskoga i citotoksičnog djelovanja NaOCl 
utvrdili da 0,025% NaOCl nije toksičan uz bakteri- 
cidno djelovanje. Koncentracija od 0,25% bila je 
toksična što odgovara rezultatima našeg ispitivanja, 
gdje je najniža rabljena koncentracija od 1,0% Na
OCl bila citotoksična uz statistički vjerodostojnu ra
zliku u odnosu prema prema kontrolnoj skupini. No, 
0,5% NaOCl je u usporedbi s ostalim ispitivanim 
koncentracijama imao najniži stupanj toksičnosti.

Iz brojnih kliničkih i eksperimentalnih istraživa
nja, kao i iz ovoga rada, proizlazi da NaOCl uz bak- 
tericidno ima i citotoksično djelovanje.
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T h e  C y t o t o x i c  E f f e c t  o f  S o d i u m  

H y p o c h l o r i t e  o n  C e l l  C u l t u r e s

Summary
Sodium hypochlorite (NaOCl) is the most popular irrigation soluti

on used in root canal treatment, in spite of the fact that it may irritate 
the vital tissues. This study was designed to evaluate the cytotoxic ef
fect of a water solution of sodium hypochlorite on cultures of human 
cervical carcinoma HeLa cells and mouse L929 fibroblasts by deter
mining the number of vital cells. The tested concentrations of 0.5%, 
1.0%, 2.5%, 5.25% were prepared in Eagle's growth medium. The num
ber of cells was counted by electronic counter while the number of 
viable cells was determined, after the addition of nigrosin dye, by a 
light microscope. Concentration of 0.5% NaOCl caused the least chan
ges in morphology, number and percentage of viable cells while 5.25% 
concentration caused total loss of HeLa and L929 cells. All tested con
centrations were cytotoxic with significant difference (p<0.05) com
pared to the control group. However, the results showed that there 
was no significant difference between 1.0% and 2.5% concentration of 
NaOCl fo r both cell lines (p<0.05).

Key words: sodium hypochlorite, cell culture, cytotoxicity
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Introduction

Endodontic therapy includes total removement of 
pulp tissue, bacteria and its metabolic products to 
form adequate space for root canal fillings. For suc
cessful treatment apart from mechanical instrumen
tation of the root canal, it is necessary to use soluti
ons for chemical treatment of the endodontic space 
which remove the substance in the root canal:

• physically (irrigation) - the solution flushes out 
the debris from the root canal

• chemically (disintegrating organic, dissolving 
anorganic consist, destroying the microorganisms 
or by disinfection) (1,2).

How some solution efficacy in physical debri
dement in the root canal depend on (2,3,4):
• enlargement of root canal
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• size and position of needle for irrigation in root 
canal

• amount of fluid for irrigation
For chemical debridement the water solution of 

sodium hypochlorite (NaOCl) is the most often used 
today. In 1920 the use of Dakin's solution was des
cribed (a 0.55% sodium hypochlorite solution) and 
in 1936 Walker introduced it in clinical practice 
(5).

The chemical removal of organic tissue by Na
OCl is based on the release of hypochlorus acid 
which reacts with insoluble proteins, forming solu
ble polypeptides, amino acids and other by-produc- 
ts (6). Effective concentrations of NaOCl range from 
2.6 to 5.25% (7).

The aim of this study was to determine cytoto
xic effects of 0.5%, 1.0%, 2.5% and 5.25% con
centration of NaOCl on the growth of human cervi
cal carcinoma (HeLa) cells and mouse (L929) fi
broblasts.

total cell numbers were counted by electronic co
unter. The number of viable cells was determined 
under a light microscope, using nigrosin dye, which 
was excluded from viable cells. For each experi
mental point at least 100 cells were examined. The 
number of viable cells was calculated using the fol
lowing formula: % = (A/B) x 100 where "A" is the 
number of viable cells in the experimental wells and 
"B" is the number of viable cells in the control wells. 
The experiment was repeated twice.

Results

Cell morphology

HeLa and L929 cells for control groups showed 
normal morphology (Figures 1 and 2). In the expe
riment wells with different concentrations of NaO
Cl the cells changed in shape, becoming swollen 
and rounded (Figure 3). With decreasing concentra
tions the cells appeared to be more normal.

M aterial and methods

Test cells

The cell lines used in this experiment were He
La and L929 cells. Cells were maintained as a mo
nolayer culture at 37°C, under 5% C 0 2 in Eagle's 
minimum essential medium (DMEM) supplemen
ted with 10% fetal calf serum (FCS) and antibiotics 
(100 IU/ml penicillin and 50 g/ml streptomycin).

Tested material

In this study the cytotoxic effect of NaOCl was 
determined. Sodium hypochlorite as a 13% soluti
on in water was sterilized just before use, by filter 
(Millipore Corporation, Bedford, MA 01730, USA) 
with diameter of 0.22 |Lim.

Cytotoxicity study

The 3xl04 cells/ 1ml of the growth medium we
re plated in 24 wells plate. Sodium hypochlorite was 
diluted in the growth medium and added (1 ml) to 
each wells plate in the final concentration of 0.5%, 
1%, 2.5% and 5.25%. In control samples, only the 
growth medium was added (1 ml). For each experi
mental point four wells were prepared. The cultu
res were incubated for 24 hours at 37°C. Thereafter

Cell number

The total cell number of HeLa and L929 cells 
for 0.5%, 1,0%, 2.5% are demonstrated in Table 1. 
For both cell types the total cell number for 5.25% 
concentration of NaOCl was not measured becau
se of the many dissolved parts. Statistical analysis 
of data was obtained by Student's t-test. Statistical
ly significant difference was determined (p<0.05) 
between all the tested concentrations and samples 
of the control group and between 0.5% NaOCl com
pared with 1.0% and 2.5% concentration for HeLa 
and L929 cells. There was no significant difference 
between 1.0% and 2.5% concentration of NaOCl 
(p<0.05) for both cell lines.

Viable cells

The best results were obtained for the lowest con
centration for HeLa and L929 cells.The percentage 
decreased with the concentration (Figures 4 and 5). 
For 5.25% concentration of NaOCl both cell lines 
were dead.

Discussion

The ideal irrigant should combine antimicrobial 
activity and the capacity to dissolve organic and
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