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Sammendrag 

Det marine miljø er utsatt for mange miljøgifter som slippes ut fra industrien, via 

luftforurensing og dårlig avfallshåndtering i stort sett alle land. Comet assay er en anerkjent 

analysemetode som er mye brukt til å undersøke grad av miljøforurensning ved å måle DNA-

skade i enkeltceller. Målet med litteraturstudien er å undersøke metodevariasjoner i studier 

som har brukt comet assay metoden til kvantifisering av DNA skade i marine organismer og 

hvordan dette kan påvirke resultatene fra metoden, der et utvalg av artikler fra de to 

taksonomiske gruppene Fisk (Pisces) og Bløtdyr (Mollusca) har blitt gjennomgått. 

De parameterne som er undersøkt er prøvetakning, lagring av prøver, lysering, elektroforese 

og scoring. PubMed er brukt som søkemotor til å finne utvalget av forskningsartikler. Design 

og prøvetakningsresultatene, og scoring resultatene er delt opp i tre deler 1) de studiene som 

har studert hvor mye DNA-skade et eller flere spesifikke miljøgifter eller andre kilder til 

stress kan forårsake, 2) studiene som har eksponert organismer eller celler for 

sedimentekstrakt og 3) studiene som har undersøkt DNA-skade i forurensede områder. De 

cellene/vevene som har blitt undersøkt mest er gjeller og hemocytter/erytrocytter. Studiene 

bruker for det meste samme strøm (300 mA) og spenning (25 V). Elektroforesetiden i 

studiene i bløtdyr varierer fra 5 til 30 minutter og den alkaline utkveilingstiden varierer fra 5 

til 45 minutter, i fisk varierer elektroforesetiden fra 15 til 30 min og den alkaline 

utkveilingstiden fra 15 til 80 minutter. Ingen av studiene har skrevet noe om hvor lang tid de 

har lagt prøvene på is/kjølig før støpning i agarose, men i noen studier er det oppgitt at 

prøvene har blitt lagt på is/kjølig umiddelbart etter prøvetakning. Lagring av prøver på 

is/kjølig kan ha en påvirkning på DNA-skade, dette burde derfor undersøkes nærmere ved 

senere studier. 

Forskjeller i artssensitivitet mellom ulike rekker og mellom ulike celler og vev kan ha en 

påvirkning på resultatet for eksempel i sammenligning med hemocytter og gjeller der gjeller 

er mer sensitive for DNA-skade. Tiden i alkalin utkveiling varierer i stor grad og er en av 

parameterne som kan ha innvirkning på resultatene sammen med spenningsgradienten som 

svært få studier har regnet ut. Variasjonen av parametere som har blitt brukt i scoring gjør det 

vanskelig å sammenligne resultater på tvers av studier derfor kan det være lurt å oppgi flere 

parametere i studier gjort med comet assay. Det er noen studier som ikke har regnet med 

«hedgehogs» i sine resultater, dette kan føre til at resultatene viser mindre grad av DNA-skade 

enn det faktiske antallet. Alt i alt bør det stilles større krav til dokumentasjon av alle 

vurderingsparametere i comet assay, og det anbefales for fremtidige studier å undersøke 
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hvordan agarosekonsentrasjon, prøveopparbeiding og særlig vevsprosessering, samt både 

korttids- og langtids-lagring av prøver påvirker resultatene i comet assay. 
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Forkortelser 

AuNPs:  Gull-Nanopartikler 

B[a]P:    Benzo(a)pyrene 

CdCl2:   Kadmiumklorid 

Cu:    Kobber 

CWA:    Chemical Warfare Agents 

DNA:    Deoksyribonukleinsyre 

EPC:    Epithelioma papulosum cyprinid 

EndoIII:  Endonuclease-III 

Fpg:   Formamidopyrimidine glycosylase   

GEM:    Gemfibrozil 

HgCl2:   Sølvklorid 

H2O2:    Hydrogen peroksid 

HYP:   Hypoksia 

HPLC:   High performance liquid chromatography 

MMS:    Metylmetansulfonat 

MNA:    Micronucleus Assay  

n.k.:   Negativ kontroll 

OTM:   Olive Tail moment 

PAH:   Polysykliske aromatiske hydrocarboner 

PCB:   Polyklorerte bifenyler 

p.k.:   Positiv kontroll 

SWCNTs:   Single-walled carbon nanotubes 

TI:    %Tail DNA 

TL:    Tail length 

TM:    Tail moment 



vii 
 

Zn:    Sink 
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Introduksjonen 

1.1 Comet assay som biomarkør 

Forurensning i det marine miljø har lenge vært et stort problem. Ulike miljøgifter slippes ut 

fra industrien, via luftforurensing og dårlig avfallshåndtering i stort sett alle land (Wilkinson 

et al., 2022). Dette har konsekvenser for de organismene som lever der siden miljøgiftene i 

utslippene kan påvirke helsetilstanden til organismene og i verste fall være dødelig for dem.   

Biomarkører er mye brukt innenfor økotoksikologi til å overvåke miljøtilstanden i forurensede 

områder. Det er flere definisjoner av «biomarkør». Innenfor toksikologi kan en biomarkør 

defineres som «En cellulær eller variasjon i adferd som kan bli målt i vev eller kroppsvæske 

prøver eller på nivået til hele organismer som gir bevis for eksponering til og/eller effekter av 

en eller flere kjemiske miljøgifter (og/eller stråling)» (Depledge et al., 1995). 

DNA-skade er en mye brukt biomarkør innenfor økotoksikologi. Den kan brukes til å studere 

både hele organismer og populasjoner utsatt for miljøgifter (Forbes et al., 2006).  En av 

metodene som blir brukt til å kvantifisere DNA-skade i celler og vev er comet assay (Singh, 

2016). Ostling and Johanson (1984) er de som opprinnelig utviklet metoden (cf. Collins 2004; 

Olive & Banath 2006; Afanasieva & Sivolob, 2018), basert på det tidligere arbeidet til 

Rydberg & Johansen (Rydberg & Johansen, 1978). De var de første til å direkte kvantifisere 

DNA-skade i individuelle celler ved først å lysere celler støpt i agarose under alkaliske 

forhold. Metoden har videre blitt modifisert av Singh og kolleger (Singh et al., 1988) som 

beskrev den moderne versjonen av comet assay som brukes i dag. Modifiseringen innebar å 

utføre elektroforesen under sterke basiske forhold (pH >13). Det blir antatt at å bruke basiske 

forhold på elektroforese bufferen i comet assay i større grad detekterer enkelt (og dobbelt) 

DNA-trådbrudd imens når analysen foregår under nøytrale forhold detekterer den kun dobbelt 

DNA-trådbrudd (Afanasieva & Sivolob, 2018). 

Metoden brukes til å visualisere og måle enkelt og dobbelt DNA-trådbrudd i individuelle 

celler i mikroskop (Olive, 2002). I tillegg til å måle DNA-trådbrudd kan metoden også 

undersøke såkalte «alkali-labile sites» i cellekjernen til alle eukaryote celler (Collins et al., 

2023). «Alkali-labile sites» er enhver DNA-modifikasjon som omdannes til trådbrudd under 

alkaline forhold for eksempel apurinisk/apyrimidinisk (AP-sites) (Collins et al., 2023). Comet 

assay metoden fikk først navnet «comet» i 1990 av (Olive et al., 1990) for å beskrive formen 

som  kan sees i mikroskop, der cellene ser ut som kometer (Moller, 2018). Denne biologiske 

analysen (biomarkøren) har fått vid anvendelse innenfor toksikologi. Metoden blir brukt 
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innenfor gentoksisk testing, menneskelig bioovervåkning og molekylær epidemiologi, 

økotoksikologi samt fundamental forskning innenfor DNA-skade og reparasjon (Collins, 

2004). Hovedfordelen med comet assay er at den er enkel å bruke, mange prøver kan bli 

prosessert i et enkelt eksperiment og at en kan visualisere skaden på enkelt-cellenivå (Collins 

et al., 2023). 

Skjematisk bilde av hvordan en komet ser ut er vist i Figur 1.  

 

Figur 1: Skjematisk bilde av en komet. De grønne prikkene viser til fluorescensen.  

Metoden fungerer på den måten at celler i suspensjon støpes i en agarosegel. Etter innstøpning 

blir cellene lagt i lysis buffer som fjerner lipider og proteiner. Deretter blir en markør som 

vises i fluorescensmikroskop tilsatt cellene, eksempler på mye brukte markører er SYBR 

Gold, SYBR Green og Etidiumbromid (Collins et al., 2023). Gelen blir videre eksponert for et 

svakt elektrisk felt slik at negativt ladet DNA kan vandre mot den positive anoden (Olive, 

2002). Fluorescensmikroskop benyttes for å visualisere kometene.  

Et skjematisk bilde av hvordan dette foregår er vist i Figur 2.  
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Figur 2: Skjematisk bilde av de ulike komponentene som comet assay består av. 

Noen av utfordringene med comet assay er variabiliteten i metoden, dette gjelder både fra 

eksperiment til eksperiment, men også mellom ulike laboratorier som analyserer identiske 

prøver (Collins et al., 2014). En rekke forskningsgrupper har gått igjennom hva som kan 

gjøres for å gjøre variabiliteten i metoden så liten som mulig (Azqueta & Collins, 2013; 

Azqueta et al., 2011b; Brunborg et al., 2023; Collins, 2004; Collins et al., 2014; Collins et al., 

2008; Ersson et al., 2013). 

Ut ifra dette har fire kategorier som kan påvirke variasjoner i resultatene blitt undersøkt: 1) 

prøvetakning og utvalg, 2) lagring av prøver, 3) elektroforeseforhold og lysering, og 4) 

scoring. 

 

 



4 
 

1.1.1 Design og prøvetaking 

Hvordan prøvetakingen foregår og designet av studien har mye å si for resultatene i comet 

assay. For å lage et godt design for en studie er det flere spørsmål som det er viktig å tenke 

over, slik som hva er det som skal undersøkes? Hva er målet med studien? Hvis det som skal 

undersøkes er hvordan et område eller en spesifikk art eller populasjon blir påvirket av en 

eller flere miljøgifter er det viktig å ha et godt utvalg av organismer. Det brukes ofte et fåtall 

av standard testorganismer fra ulike rekker fra et økosystem for å forutsi graden av skade fra 

miljøgifter (Spurgeon et al., 2020). Dette kan gi et feil bilde av faregraden til miljøgiftene, 

siden det er vist i en rekke studier at det er forskjeller i artssensitivitet på grunn av genetikk, 

livshistorie, fysiologi og diett (Nyman et al., 2014; Rubach et al., 2010). Organismer har ulike 

responser når de blir eksponert for miljøgifter, responsen kan være forskjellig innad i en 

populasjon, mellom populasjoner og også mellom arter. Responsen kan også variere mellom 

vev og det kan forekomme ulike typer DNA-skader (OECD, 2016). En standardisert protokoll 

for in vivo versjonen av comet assay i pattedyr finnes (OECD, 2016). In vitro versjonen av 

comet assay har ikke blitt implementert i offisielle regulatoriske retningslinjer og forskrifter 

(Frotschl, 2015). Det som skiller in vitro versjonen fra in vivo er kun noen få trinn der 

cellelinjer eller primære celler benyttes framfor vev fra intakte organismer (Žegura & Filipič, 

2004). En mulig måte å kvantifisere lokal forurensning er å sammenligne nivåer av miljøgifter 

på innsiden og utsiden av område som er kontaminert (Berg et al., 2000), som kan brukes som 

et referanseområde. Et eksempel på dette er Indre Oslofjord som er et relativt forurenset 

område som ofte bruker referanser fra omliggende områder (NIVA, 2019).  

1.1.2 Lagring av prøver 

I løpet av livet til en celle blir DNA kontinuerlig skadet og reparert (Russev & Anachkova, 

2009). For å unngå at disse lesjonene fører til mutasjonsdannelse og for bevare det genetiske 

materiale så har celler og organismer utviklet måter å reparere de ulike lesjonene (Russev & 

Anachkova, 2009). Ved lavere temperaturer vil kjemiske og biologiske reaksjoner i levende 

celler og andre mekanismer i kroppen gå saktere eller stoppe opp helt (Chang & Zhao, 2021). 

For at cellen ikke skal reparere DNA-skadene etter prøvetakning blir prøvene lagt på is eller 

kryopreservert. Det er imidlertid omdiskutert om kryopreservering påvirker DNA-skade. 

Resultatet fra noen studier er at det ikke er noen signifikant forskjell i ferske-, og fryste 

blodceller analysert med comet assay  (Bankoglu et al., 2021; Hininger et al., 2004; Kwok et 

al., 2013; Ladeira et al., 2019). Andre studier har derimot vist at kryokonserverte celler har 

hatt betydelig større DNA-skade (Del Bo et al., 2015). Kryopresevering kommer ikke til å bli 
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undersøkt videre i denne oppgaven. Det som skal studeres videre er om artiklene oppgir hvor 

lenge og om prøvene har blitt lagret på is eller lagret kjølig før støpning i agarose.  

1.1.3 Lysering og elektroforese 

En av de faktorene som har mye å si for resultatene i comet assay er elektroforesen. Kritiske 

steg i analysen er agarose konsentrasjonen, lengden på alkalin inkubasjon, og elektroforese 

betingelser (tid, temperatur og spenning) (Collins et al., 2014). Et av trinnene i protokollen til 

comet assay som ofte ikke er beskrevet godt nok er elektroforesen (Collins et al., 2008). Det 

er vanlig å utføre elektroforesen ved en fast spenning på rundt 25 V med 300 mA, for å oppnå 

dette justerer en ofte det totale volumet av elektroforese buffer (Collins et al., 2008). Det er 

spenningen på tvers av gelen som er drivkraften til elektroforesen av det ladede DNA-

molekylet, dette blir målt i V/cm (Collins et al., 2008). 

1.1.4 Scoring 

Det er flere ulike parametere som kan brukes i comet assay for å måle DNA-trådbrudd i celler. 

Dette kan gjøres med et bildeanalysesystem eller ved visuell scoring. Et bildeanalysesystem 

vil si at det benyttes et program som gjør tellingen, mer eller mindre automatisk. Med ulike 

programvarer som kvantifiserer DNA-skaden. Visuell scoring går ut på at en manuelt teller 

opp kometene. Den vanligste skalaen går fra 0-4, der 0 vil si ingen DNA-skade og 4 er 

maksimal DNA-skade på en komet (Collins et al., 2008). Det er vanlig å score 100 kometer 

per gel (Moller et al., 2014). I et utvalg av 100 kometer vil den maksimale scoren være 4x100 = 

400. 

Noen av de vanligste parameterne som blir tatt i bruk er halelengde, «%Tail DNA» (TI) og 

halemoment (TM). Den mest vanlige parameteren å bruke er TI (OECD, 2016) som viser til 

hvor mye fluorescens det er i halen til kometen i relativt til hvor mye som er i hode. TI er 

uttrykt som % av total DNA-fluorescens i halen på kometene og brukes som et kvantitativt 

mål for skade (0-100%). TM regnes ut som produktet av halelengden og fraksjonen av totalt 

DNA i komethalen (Collins et al., 2023). TM er mye brukt siden den tar med i betraktningen 

både lengden og DNA-innholdet av komethalen (Collins et al., 2023). Det som kan være 

problematisk med TM er at den ikke bruker standard måleenheter (Collins et al., 2023), det er 

dermed vanskelig å visualisere nivået av skade som blir beskrevet. En annen parameter som 

blir tatt i bruk er halelengde (TL). Denne parameteren er kun nyttig å bruke når det er lave 

nivåer av DNA-skade siden den når makslengde relativt tidlig og er dermed ikke anbefalt å 

bruke i bioovervåkningsstudier (Collins, 2014b).  
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Det at ulike studier bruker forskjellige parametere kan være problematisk i forbindelse med 

sammenligning på tvers av studier (Forchhammer et al., 2010). Derfor er det viktig å 

undersøke hvordan studier gjort med comet assay har scoret kometene sine og også hvilke 

resultater de har fått.  

1.2 Metodevariasjoner i comet assay 

Ved bruk av den vanlig comet assay er det kun enkelt- og dobbelttrådet trådbrudd og «alkali-

labile sites» som vil bli kvantifisert (Muruzabal et al., 2021). Nyere modifikasjoner av 

metoden har også gjort det mulig å detektere dobbelttrådet DNA-trådbrudd, «cross-links» og 

base skade (Olive & Banáth, 2006).  

1.2.1 Enzymmodifisert comet assay  

Det har videre blitt utviklet en enzymmodifisert versjon av metoden som bruker 

lesjonsspesifikke enzymer fra DNA-reparasjonsmaskineriet til bakterier og mennesker for å 

kunne detektere flere typer DNA-skade enn den opprinnelige metoden (Muruzabal et al., 

2021). De mest brukte enzymene er Formamidopyrimidine glycosylase (Fpg) (Muruzabal et 

al., 2021; Møller et al., 2020) og Endonuclease-III (EndoIII) som i hovedsak brukes til å 

detektere oksiderte puriner og pyrimidiner (Muruzabal et al., 2021). 

1.3 Mål for oppgaven 

Målet med litteraturstudien er å beskrive metodevariasjoner i studier som har brukt comet 

assay til kvantifisering av DNA skade i utvalgte marine organismer, og hvordan dette kan 

påvirke resultatene fra metoden. De delene av metoden som er inkludert er design og 

prøvetakning, lagring av prøver, lysering og elektroforese og scoring. Dette er i stor grad en 

kvalitativ studie. Det å direkte sammenligne resultater fra ulike studier er utfordrende på 

grunn av store forskjeller i design. Det som varierer i designet av studiene er hvilke områder 

og/eller hvilke miljøgifter som undersøkes og andre parametere i designet på studiene slik 

som dose/konsentrasjonsintervall, lengden på eksponeringen og om eksponeringen foregår in 

situ, in vivo eller in vitro, og parametere brukt i scoring. Det som i større grad kan undersøkes 

kvantitativt er alkalin utkveilingstid, spenning, strøm og elektroforesetid.  
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2 Materialer og metode 

2.1 Datainnsamling 

PubMed har blitt brukt som søkemotor. Den har et relevant utvalg av tidsskrifter og det er 

mange artikler som omfatter effekter i ulike organismer.  

2.1.1 Kriterier for innsamling av data 

Følgende kriteriene har blitt benyttet:  

- Primærartikler 

- Inkluderer kun data for marine organismer. 

- Inkluderer kun bløtdyr (rekke Mollusca) og fisk (Pisces). 

I de studiene som har bløtdyr og fisk, men som i tillegg har undersøkt flere rekker er 

resultatene tatt med. Disse artene er markert med rødt i teksten.  

2.1.2 Metode for innsamling av forskningsartikler 

Rammene jeg har satt for å finne utvalget av artikler er som følger: 

- Artikler som har analysert celleprøvene sine med Comet Assay. 

- Inkluderer ikke artikler som ikke har gjort egne analyser.  

Søkeordene som har blitt for å finne utvalget av artikler til Bløtdyr er vist nedenfor:  

 

Samme søkeord har blitt brukt for å finne artiklene som ser på bruken av Comet Assay i fisk 

utenom at Mollusca[Mesh] er byttet ut med Fishes[Mesh]: 

 

«Comet Assay»[Mesh] AND ("Saline Waters"[Mesh] OR "Oceans and 

Seas"[Mesh]) AND "Mollusca"[Mesh] NOT (review[Publication Type]) AND 

((fft[Filter]) AND (animal[Filter]) AND (english[Filter])) 

 

 

(("Comet Assay"[MeSH Terms] AND ("Saline Waters"[MeSH Terms] OR 

"Oceans and Seas"[MeSH Terms]) AND "Fishes"[MeSH Terms]) NOT 

("review"[Publication Type]) AND ((fft[Filter]) AND (animal[Filter]) 

AND (english[Filter])) 
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Grunnen til at «marine» ikke er brukt som søkeord er at det ikke er noen MeSH-term for dette 

i PubMed. Ved å søke med MeSH-termer kommer alle ordene som brukes om et begrep også 

opp i søket. For eksempel ved å bruke MeSH på comet assay vil også artikler som har brukt 

«single cell gel electrophoresis» istedenfor comet assay bli med i søkeresultatene.  

Som nevnt ovenfor, ble metodene i hver studie delt inn i fire kategorier etter hva slags studier 

som har blitt gjennomført. Studiene har henholdsvis blitt inndelt i tre grupper 1) studier som 

har eksponert organismene for kjemikalier eller kilder til stress for å undersøke effekten på 

DNA skade, 2) de som undersøker hvordan sedimenter påvirker DNA skade i organismene 

gjennom eksponering for sedimentekstrakt og 3) de som undersøker DNA-skade i celler i 

forurensede områder der de som regel sammenligner med et referanseområde.  

2.1.3 Databehandling 

Microsoft Excel i Office 16 har blitt benyttet for å lagre rådataene. Rådataen fra Excel ble 

lastet opp i RStudio der den grafiske fremstillingen av dataene fra den alkaline 

utkveilingstiden og spenningen ble gjort med programmeringsspråket R (versjon 4.1.2) og 

pakken «tidyverse» (Wickham et al., 2019).  

2.2 Kategorier 

Fire komponenter av comet-analysen ble undersøkt:  

- Design og prøvetakning 

- Lagring av prøver 

- Lysering og elektroforese 

- Scoring  

Organismer fra ulike rekker vil variere i fysiologi, diett og livshistorie. En 

litteraturgjennomgangsartikkel har undersøkt sensitivitet mellom ulike taksonomiske grupper 

som påvirkes av legemidler som ender opp i det marine miljø, der det er en tydelig forskjell 

(Urbina et al., 2019). Organismer i samme taksonomiske gruppe har en lignende grad av 

sensitivitet i forhold til organismer i andre taksonomiske grupper (Forbes & Calow, 2002). 

Derfor har informasjonen blitt organisert taksonomisk siden det er kjent at det er forskjeller 

mellom ulike organismegrupper.   

Fisk er brukt mye til bioovervåkning for å se på påvirkninger av miljøgifter i vann siden de er 

endemiske arter som gjør at de er gode å bruke for å se på ulike akvatiske regioner (Gajski et 

al., 2019a).  Bløtdyr er mye brukt som bioindikatorarter for å overvåke forurensning i 
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kystvann blant annet Mytilus ssp. er mye brukt siden de er kommersielt viktige, er 

fastsittende, har medium-størrelse, de lager muslingsenger i grunt vann der de enkelt kan 

plukkes opp og har en stor utbredelse i tillegg til at de det hardføre arter som det er enkelt å 

holde i kultur (Beyer et al., 2017).  

2.2.1 Design og prøvetakning 

De parameterne det er blitt fokusert på i forbindelse med design og prøvetakning er: 

- Hva som blir undersøkt i studiene (DNA-skade fra forurenset område, 

sedimentekstrakt, miljøgifteksponering osv.) 

- Dose/konsentrasjonsintervall i de områdene som har eksponert organismer eller 

celler/vev for miljøgifter. 

- Hvilke steder som har blitt studert det vil si hvilke estuarier, kystområder og eventuelt 

hvilke landegrenser disse områdene er plassert innenfor.  

- Hvilke celletyper som har blitt undersøkt. 

- Hva som har blitt undersøkt i studiene kjemikalier, forurensning i et/ flere områder. 

Om cellene har blitt eksponert in vitro, in vivo eller in situ.   

- Positive-, og negative kontroller, og deres dose/konsentrasjonsintervall.   

- Om og eventuelt hvilke referanseområder som har blitt undersøkt.  

 

2.2.2 Lagring av prøver  

Det som har blitt undersøkt er hvor lenge cellene/vevene er oppbevart på is/kjølig før de blir 

støpt i agarose.  

2.2.3 Lysering og elektroforese 

Parameterne i elektroforesen ble undersøkt strømstyrke, spenning og hvor lenge 

elektroforesen ble kjørt og tiden på alkalin utkveiling. Andre parametere som ble studert er 

hvor lenge cellene har blitt oppbevart i lysis buffer og hvilken pH som ble brukt.  

2.2.4 Scoring 

Det er også ulikt hvilke parametere som har blitt undersøkt i forbindelse med scoring. Det 

veksles mellom å bruke TL, TM, OTM, «%Tail DNA» og visuell scoring med «arbitrary 

units». Det er flest som har brukt TI, de artiklene som har oppgitt TL og TM, er det mulig å 

regne om til TI, noe som dermed har blitt gjort. Se formel:  

𝑇𝑎𝑖𝑙 𝑚𝑜𝑚𝑒𝑛𝑡 =
(%𝑇𝑎𝑖𝑙 𝐷𝑁𝐴 𝑥 𝑇𝑎𝑖𝑙𝐿𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ)

100
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I de studiene der resultatene ikke er oppgitt i tabell, men i graf, har denne blitt tolket. I de 

studiene som har oppgitt flere resultater fra ulike doseintervaller er kun den høyeste 

gjennomsnittlige DNA-skaden rapportert i denne oppgaven. De studiene som kun har oppgitt 

resultatene i median er markert.    
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3 Resultater  

Det er sammenstilt en oversikt over informasjonen fra studiene gjort på gruppene bløtdyr og 

fisk der de fire kategoriene: design og prøvetakning, lagring av prøver, lysering og 

elektroforese og scoring er undersøkt. Alle resultatene fra bløtdyr med de fire kategoriene er 

presentert først, deretter presenteres resultatene for fisk. Design og prøvetakningsresultatene, 

og scoring resultatene er delt opp i tre deler 1) de studiene som har studert hvor mye DNA-

skade et eller flere spesifikke miljøgifter eller andre kilder til stress kan forårsake, 2) studiene 

som har eksponert organismer eller celler for sedimentekstrakt og 3) studiene som har 

undersøkt DNA-skade i forurensede områder.  

3.1 Bløtdyr 

Søket ble utført og resultatene ble hentet ut 30. Mars 2023. Her kom det opp 33 søkeresultater 

for bløtdyr, alle studiene i søket fulgte de kriteriene som er satt.  

3.1.1 Design og prøvetakning 

Prøvetakningsresultatene er delt inn i to tabeller. Den første tabellen viser de studiene som har 

vurdert hvor mye DNA skade et eller flere spesifikke miljøgifter eller kilder til stress kan 

forårsake (Tabell 1). En studie har eksponert celler for sedimentekstrakt, dette er spesifisert i 

teksten. Studier som har studert DNA-skade i forurensede områder er vist i Tabell 2. De 

miljøgiftene som har blitt undersøkt mest er Benzo[a]pyren (B[a]P), Kobber (Cu) og 

Kadmium (Cd). De fleste studiene har undersøkt hemocytter og gjelleceller. Noen studier har 

undersøkt DNA-skade i flere arter.    

De cellene/vevene som har blitt undersøkt i forbindelse med laboratorieforsøk er hemocytter, 

gjeller og sædceller (Tabell 1). Den arten som har blitt brukt mest som bioindikator for å se på 

DNA-skade i celler og vev er M. edulis, andre arter som har blitt undersøkt er B. azoricus, M. 

galloprovinciallis, N. chamaeleon og P. viridis. Eksponeringstiden varierer fra 1 dag til 12 

dager. Den vanligste eksponeringstiden er 3 dager/72 timer. De miljøgiftene eller kilder til 

stress som har blitt undersøkt er trykk og temperatur forskjeller, Metylmetansulfonat (MMS), 

B[a]P) Styren, Cu, Sølvklorid (HgCl2), Single-walled carbon nanotubes (SWCNT) i 

samhandling med Sink (Zn) og Cd, Kadmiumklorid (CdCl2) og saltholdighet. Alle studiene 

har tatt med kontroller.  En av studiene har undersøkt to ulike arter; M. edulis og Arenicola 

marina. A. marina ble eksponert in vivo til 18, 32, og 52 mg/L MMS i 24 -, og 72 timer, og 

sædceller ble eksponert in vitro til 52 mg/L MMS i 1 time og 24 timer (Lewis & Galloway, 

2009). En annen studie som har sammenlignet to arter er Mamaca et al. (2005) som har 
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undersøkt artene M. edulis og Symphodus melop. Resultatene for sistnevnte finnes under 

seksjon 3.2 Fisk.  

 

Tabell 1: Oversikt over hvilke/en områder, arter, celletype, kjemikalier/miljøgifter og dosering som har blitt undersøkt ved 

bruk av comet assay i laboratorieforsøk. Det er kun laveste og høyeste konsentrasjon er tatt med.  n.k= negativ kontroll, p.k 

= positiv kontroll. *studien har brukt comet assay til å undersøke DNA-skade i flere arter. 

Art: Celletype: Kjemikalie/str

essor: 

p.k./n.k, Dose/kons. 

Intervall: 

Eksponerings

tid: 

Referanse: 

Bathymodiolus 

azoricus 

 

Hemocytter 

 

Trykk og 

temperatur 

variasjoner 

CH4, H2S 

eller 

begge/NA 

 

 

 

Temp: 7, 8.5 

C. 

komprimert 

luft. 

NA (Dixon et al., 2004) 

Gjeller 

Mytilus edulis 

 

 

Sædceller 

 

B[a]P 

 

NA/Ja B[a]P 0.01-

1.0 μg/L 

 

72 t (Lewis & Galloway, 2009)* 

Hemocytter 

Hemocytter 

 

Styren 

 

NA/Ja 2mg/L 

 

7 d (Mamaca et al., 2005)* 

Hemocytter Cu 

 

NA/Ja (0- 100) µg/L 

 

5 d (Al-Subiai et al., 2011) 

Hemocytter 

 

SWCNT+Cd, 

SWCNT+Zn, 

SWCNT+Cd+Z

n 

 

Cd/Ja (5-500) μg/L 

av SWCNT 

 

72 t 

 

(Al-Shaeri et al., 2013) 

Gjeller 

Hemocytter 

 

HgCl2 

 

NA/Ja 20 μg/L 

 

3 d 

 

(Tran et al., 2007) 

Hemocytter 

 

Saltholdighet 

 

40 μMol 

CdCl2 / 

100% 

sjøvann 

kontroll 

 

(25- 100)% 

 

72 t (Singh & Hartl, 2012) 

Gjeller 

Mytilus 

galloprovincial

lis 

Hemocytter Mikroplast i lo, 

Cu 

 

(18, 32, 

56) μg/L a

v Cu / Ja 

 

(56-

180) μg/L av 

lo. 

7 d (Alnajar et al., 2021) 

Nerita 

chamaeleon 

Gjeller CdCl2 H2O2 ; 1-

50 μM, 

(30 

min)/NA 

(10-75 μg/L)  

 

5 d (Sarkar et al., 2015) 

Perna viridis 

 

Hemocytter 

 

B[a]P 

 

NA/Ja (0.3 -30) 

µg/L 

 

0 (bare 

ubehandlet 

gruppe), 1, 3, 

6 og 12 d 

 

(Siu et al., 2004) 
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En studie har undersøkt hvordan eksponering til sedimentekstrakt fra Cork havn, der 

organismene har blitt hentet fra klekkerier på vestkysten av Irland, kan påvirke DNA-skade i 

cellene (Hartl et al., 2006). De studerte artene er Tapes semidecussatus og Scophthalmus 

maximus. De celletypene/vevene som undersøkes er hemocytter, gjeller, fordøyelsesvev, blod, 

gjeller, lever. Referanseområde er Ballymacoda estuariet. Organismene ble eksponert til 

sedimentekstrakt i 3 uker.  

Studier som har studert DNA-skade i forurensede områder er vist i Tabell 2. De artene som er 

undersøkt mest er M. edulis og M. galloprovincialis. Andre arter som flere av studiene har 

undersøkt er B. azoricus og Cerastoderma edule. En av studiene har estimert 

miljøforurensning i samme område i Mars/April, Mai/Juni, August og Desember (Tabell 2).  

Tabell 2: Oversikt over hvilke områder, arter og celletype som har blitt undersøkt med comet assay der studiene 

sammenligner ulike områder og omfanget av DNA skade i arter fra rekken bløtdyr. *Studier som undersøker flere arter.  

Art:  Område:  Referanseområde

/er:  

Celletype/r/ve

v:  

Undersøkes:  Kontroll: Referanse: 

Bathymodi

olus 

azoricus, 

Mytilus 

edulis 

 

Menez Gwen, 

Lucky Strike, 

Rainbow (mid 

Atlantic Ridge) 

 

Whitsand Bay, 

S.E. Cornwall, 

(Storbritannia) 

 

Gjeller, 

Hemocytter 

 

Hvordan arten B. 

azoricus håndterer det 

harde miljøet i 

dyphavsventilasjonsfau

naen. 

H2O2 (in 

vivo og in 

vitro: 1 t 

ved 4 C)  

100 μM  

 

 

(Pruski & 

Dixon, 

2003)* 

Bathymodi

olus 

azoricus, 

Mytilus 

edulis 

(kontroll) 

 

Menez Gwen, 

Lucky Strike og 

Rainbow  

(mid Atlantic 

Ridge) 

Hill Head, 

Hampshire, UK 

(M. edulis) 

 

Gjeller, 

Mantel 

 

HSP70 ble brukt som 

en biomarkør for sub-

cellulært stress.  

muslinger 

lagt i en 

uke uten 

mat i deres 

vanlige 

temp.  

0.2 μg/L 

CdCl2 

 

 

(Pruski & 

Dixon, 

2007)* 

Cerastode

rma edule,  

Mytilus 

galloprovi

ncialis,  

Venerupis 

pullastra 

Corcubión 

estuarie: 

Corcubión og 

Concha (Spania) 

 

NA Hemocytter, 

Gjeller 

 

Forurensning i 

estuarier områder  

NA (Fernandez-

Tajes et al., 

2011a)* 

Cerastode

rma edule, 

Turpoint (1), Cove 

head (2), Jupiter 

Bantham 

 

Hemocytter 

 

Undersøker 

forurensing fra 

NA (Dallas et 

al., 2013)* 
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Art:  Område:  Referanseområde

/er:  

Celletype/r/ve

v:  

Undersøkes:  Kontroll: Referanse: 

Mytilus 

edulis 

 

Point (3), under 

the Tamar bridge 

(4), Neale Point 

(5) (England) 

 

industriell aktivitet fra 

lokasjoner nær Tamar 

estuariet.   

Cerastode

rma edule, 

Mytilus 

galloprovi

ncialis 

 

Corcubión and A 

Concha, (Spania) 

 

Akvakultur 

oppdrettsanlegg  

 

Gjeller, 

Hemocytter 

Undersøker to 

muslingsarter for 

vurderingen av 

forurensningsnivået i 

et estuarisk miljø. 

NA (Pereira et 

al., 2011)* 

Mytilus 

edulis 

 

New Brighton, 

Blackpool, 

Whitstable, River 

Swale and Port 

Quin, 

(Storbritannia),  

 

Mars/Ap, Mai/Jun, 

Aug og Des 

Fordøyelseskje

rtel  

 

Forholdet mellom 

cytochrome P450 1A- 

og 2E-immunopositive 

proteiner, lipid 

peroxidation og DNA 

(SBs) 

NA (Shaw et al., 

2004) 

Reykjavik havn 

(Island) 

 

Hvalfjorður, 

(Island) 

 

Hemocytter, 

Gjeller 

 

Muslinger fra intertidal 

og subtidal soner i 

forurensede og 

referanseområder. 

 

200 μM 

H2O2 for 1 

h ved 4 C 

 

(Halldorsso

n et al., 

2004) 

  Gjeller Lekkasje fra dumping 

steder (muslinger har 

blitt transplantert) 

29, 64 d 

 

(Rank et al., 

2007) 

estuariet av New 

Brighton, 

Merseyside, 

(Storbritannia) 

 

estuarie av 

Llandudno (LL), 

NorthWales. 

 

Gjeller 

 

Muslinger ble 

undersøkt fra et 

kontaminert område og 

et referanseområde for 

å se på eksisjon 

kapasiteten til musling 

gjeller mot en 

radiomerket sonde som 

inneholder den 

oksidative lesjonen 8-

okso-dG (8-okso-

deoksyguanosin). Fpg-

modifisert comet assay 

ble tatt i bruk.  

NA (Emmanouil 

& Chipman, 

2008) 

Tagus estuariet 

(Portugal) 

 

NA Gjeller Sammenligner 

bioakkumulering og 

biomarkør responser I 

feltutplasserte 

muslinger før og etter 

begynnelsen av 

mudring operasjoner. 

Muslinger ble plassert i 

NA  (Martins et 

al., 2012) 
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Art:  Område:  Referanseområde

/er:  

Celletype/r/ve

v:  

Undersøkes:  Kontroll: Referanse: 

bur + at de hadde 

referanse muslinger.  

 

Mytilus 

galloprovi

ncialis 

 

 

Pasaport og 

İnciraltı, og 

Çandarlı havn 

(Aliağa). 

 

Mars og september Hemocytter, 

Gjeller 

 

Forurensning fra 

industri/ avløpsvann 

 

NA (Kacar et 

al., 2016) 

Genova havn, 

(Italia) 

 

Portofino 

 

Gjeller 

 

Etterforsker flere 

biomarkører i marine 

muslinger som har blitt 

transplantert i bur i 4 

uker i en industrialisert 

havn. 

NA (Regoli et 

al., 2004) 

Lira og 

Ancoradoiro, 

(Spania) 

 

Valcovo strand i 

Arteixo by 

 

Gjeller, 

Hemocytter 

 

Undersøker PAH og 

skade etter oljesøl.  

 

NA (Fernandez-

Tajes et al., 

2011b) 

Mytilus 

trossulus, 

Protothac

a staminea 

 

Green Island; 

Northwest Bay; og 

Herring Bay, 

Eleanor Is; og Bay 

of Isles, Knight Is 

(Storbritannia) 

 

Port Chalmers og 

Cordova havn 

(positive 

kontroller) 

 

Hemocytter 

 

Exxon Valdez oljesøl 

to arter undersøkt for 

DNA skade etter 13 år 

Referanse 

områdene 

er positive 

kontroller   

(Thomas et 

al., 2007)* 

Mytilus 

galloprovi

ncialis 

 

Bakar, Trogir, 

Vranjic and Split,  

 

Pula, Rijeka and 

Gruˇz 

 

Lim, Mljet and 

Ston. 

 

Hemocytter 

 

Evaluerer 

forurensningsinnvirkni

ngen på den genetiske 

variasjonen av M. 

galloprovincialis sine 

10 populasjoner. Som 

har habitat i ulike 

forurensede områder.  

 

Undersøkte 

to år fra 

hverandre 

2008 og 

2009.  

 

(Stambuk et 

al., 2013) 

Mytilus sp.  

 

Pointe du Castelli, 

Pen Bron and 

Saint-Nazaire 

Havn, (Frankrike) 

 

NA Hemocytter, 

Gjeller 

Estimerer DNA skade i 

gjelleceller og 

hemocytter i 3 

forurensede områder.  

 

NA (Akcha et 

al., 2004) 

Mytilus 

edulis, 

Mytilus 

galloprovi

ncialis 

 

Thames, Tees, 

Test, Clyde 

estuarier 

 

Lunderston Bay 

 

Hemocytter 

 

Biologiske effekt 

teknikker for å sjekke 

helsen til muslinger. 

Undersøker på ulike 

områder.  

 

NA (Brooks et 

al., 2009)* 

Mytilus 

edulis, 

Carcinus 

Drøbak (Norge) NA Hemocytter, 

coelomocytter, 

Formålet med studien 

var å kvantifisere 

baseline nivåer av 

H2O2 (25-

250 μM) 

(Sahlmann 

et al., 

2017)* 
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Art:  Område:  Referanseområde

/er:  

Celletype/r/ve

v:  

Undersøkes:  Kontroll: Referanse: 

maenas, 

Asterias 

rubens, 

Ciona 

intestinali, 

Gadus 

Morhua 

hvite 

blodceller 

DNA-trådbrudd i 

marine organismer fra 

fire rekker og å 

vurdere relativ 

sensitivitet til 

oksidativt stress og 

evnen til reparering.   

 

Octopus 

vulgaris 

 

off Matosinhos og 

off Olhao 

(Portugal) 

 

NA Kjertel, 

Gjeller, Nyre, 

Gonader 

 

Undersøker basal DNA 

skade i 

fordøyelseskjertelen, 

gjeller, nyrer, og 

gonader av Octopus 

vulgaris i to områder 

som er påvirket av 

utslipp fra elver, by, 

industri og agrikultur.  

NA (Raimundo 

et al., 2010) 

Perna 

viridis 

 

Karwar, 

Mangalore and 

Calicut 

 

Referanse (står 

ikke fra hvor) 

Fordøyelsescel

ler, 

Hemocytter 

 

Teste biologiske 

responser til stress. 

NA (Krishnaku

mar et al., 

2006) 

 

3.1.2 Lagring av prøver 

De fleste studiene har lagret prøvene på is/kjølig, men ikke hvor lenge de har lagret prøvene 

på is. Noen av studiene har skrevet at de har tatt i bruk prøvene rett etter analysen 

(Halldorsson et al., 2004; Mamaca et al., 2005; Pruski & Dixon, 2003). Samtlige studier har 

ikke notert tiden for lagring av prøver på, men at prøvene har blitt lagret på is/kjølig eller i 

flytende nitrogen fram til bruk i analysen (Akcha et al., 2004; Al-Subiai et al., 2011; Alnajar et 

al., 2021; Fernandez-Tajes et al., 2011a; Fernandez-Tajes et al., 2011b; Pereira et al., 2011; 

Shaw et al., 2004).  Andre har lagret prøvene på is/kjølig eller i flytende nitrogen (Dallas et 

al., 2013; Dixon et al., 2004; Frenzilli et al., 2004; Pruski & Dixon, 2007; Regoli et al., 2004; 

Sahlmann et al., 2017; Shaw et al., 2004; Siu et al., 2004; Thomas et al., 2007; Tran et al., 

2007). De resterende studiene har ingen notater om prøvene er lagret på is/kjølig (Al-Shaeri et 

al., 2013; Brooks et al., 2009; Emmanouil & Chipman, 2008; Krishnakumar et al., 2006; 

Lewis & Galloway, 2009; Martins et al., 2012; Singh & Hartl, 2012; Stambuk et al., 2013). 
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3.1.3 Lysering og elektroforese  

Alle studiene har brukt lyseringsbuffer pH 10 eller ikke nevnt hvilken pH de har brukt. De 

fleste studiene har inkubert cellene i lyseringsbuffer i 1 time (Vedlegg B), de andre tidene er 

40 minutter, 1.5 timer, 2 timer, over natten og 4 uker.  

En oversikt over hvilken spenning som er mest vanlig å bruke er vist i Figur 3. 

 

Figur 3: Histogram over hvilken spenning (V) som har blitt brukt mest i studier med bløtdyr. 

Alle studiene bruker strøm (mA) som er på 300 mA, med unntak av Dallas et al. (2013), som 

har brukt 320 mA og Akcha et al. (2004) som har brukt 390 mA. Noen av studiene nevner 

ikke hvilken strøm de har brukt (Pruski & Dixon 2007; Martins et al., 2012; Sahlmann et al., 

2017; Raimundo et al., 2010).  Tid for utkveiling varierte med 10 min, 15 min, 20 min, 30 

min, 40 min og 45 min (Figur 4). Elektroforesetiden varierte med 5, 15, 20, 25 og 30 min 

(Vedlegg A).  
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Figur 4: Histogram som viser variasjoner i alkalin utvkveilingstid i de undersøkte studiene. 

 

3.1.4 Scoring 

I kategorien scoring varierer studiene mellom å oppgi resultatene av graden av DNA skade 

som median og gjennomsnitt. Studiene oppgir resultatene i ulike parametere der «%Tail 

DNA» er brukt mest. Andre parametere som har blitt brukt er OTM, TM og TL.  

Gjeller har for det meste mer DNA-skade enn hemocyttene (Tabell 1, 2 og 3).  

I studien gjort med B. azoricus (Dixon et al., 2004), er det svært liten forskjell mellom 

resultatet fra den negative kontrollen og resultatet fra eksponering til økende trykk og 

temperatur (7-8.5 ◦C) variasjoner (Tabell 3). I de studiene som har undersøkt Cu, Cd, B[a]P 

og Hg er det en betydelig større DNA-skade i resultatene enn i kontrollene (Siu et al., 2004; 

Tran et al., 2007; Lewis & Galloway, 2009; Al-Subiai et al., 2011; Sarkar et al., 2015). 
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«%Tail DNA» har blitt brukt som parameter i alle studiene gjort med laboratorieforsøk 

(Tabell 3) Single-walled carbon nanotubes (SWCNT) i samhandling med metallene Cd og Zn 

har en betydelig større DNA-skade enn i samhandling med kun Cd eller Zn (Tabell 3).  

Tabell 3: Oversikt over resultater fra scoring i laboratorieforsøk der en har undersøkt hvordan miljøgifter/stressorer påvirker 

DNA-skade i ulike celler i bløtdyr. Alle studiene har brukt %Tail DNA som parameter. Omregnet til %Tail DNA*.  Lest av 

graf**. Brukt referanseområde som kontroll.  1Grafen med den positive kontrollen CdCl2 har ikke skrevet ned hvilke 

celler/vev resultatene stammer fra. 

 Art:  Celletype/vev: Miljøgift/er: Resultat:  p.k/n.k: Referanse:  

Bathymodiolus 

azoricus 

Hemocytter Trykk og 

temperatur 

variasjoner 

20%** 35%**/20%** (Dixon et al., 2004) 

Gjeller 27%** 43%**/25%** 

Mytilus edulis Sædceller MMS og B[a]P 21%** og 

4%** 

NA/23%** (Lewis & Galloway, 

2009) 

Hemocytter 

 

40%** NA/11%** 

Hemocytter Styrene 18% NA/10%  (Mamaca et al., 2005) 

Hemocytter Cu 57% NA/8% (Al-Subiai et al., 

2011) 

Hemocytter SWCNT+Cd , 

SWCNT+Zn ,S

WCNT+Cd+Zn 

(17%, 15%, 

45%) **  

21%**/4.5%** (Al-Shaeri et al., 

2013)1 

Gjeller (17%, 15%, 

51%) ** 

 

Hemocytter HgCl2 

 

61.1% 39.5%/9.8% (Tran et al., 2007) 

Gjeller Saltholdighet 6.51% NA/5.40% (Singh & Hartl, 2012) 

Hemocytter 3.98% NA/4.22% 

Mytilus 

galloprovincialis 

Hemocytter Lo 24.8% 14%/2% (Alnajar et al., 2021) 

Nerita chamaeleon Gjeller 

 

CdCl2 

 

53.54% 33%**/15.6% (Sarkar et al., 2015) 

Perna viridis Hemocytter B[a]P 52%** NA/20%**  (Siu et al., 2004) 

 

Oversikten over de studiene som har undersøkt hvor stor DNA-skaden er i forurensede 

områder er vist i Tabell 4. Der celler og vev har blitt studert er hemocytter, mantel og gjeller. I 

de studiene som både har undersøkt hemocytter og gjeller har gjellene for det meste høyere 

DNA-skade (Tabell 4). En av studiene har undersøkt forskjeller i DNA-skade i store 

muslinger og i små muslinger Pruski and Dixon (2003), begge resultatene er skrevet i Tabell 

4. En annen studie har samlet inn prøver gjennom to innsamlingsperioder (Pereira et al., 2011) 

(se Tabell 4). 
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Tabell 4: Oversikt over de studiene som har undersøkt omfanget av DNA skade i ulike områder. Omregnet til %Tail DNA er 

markert med*. Lest av graf**.  1Har ikke skrevet ned resultatene fra den positive kontrollen og sier ikke noe om hvilke celler 

som grafen for DNA skade går ut ifra. 2Store muslinger (små muslinger) 3 Innsamlingsperiode 2 (Innsamlingsperiode 1). 

4Resultatene er oppgitt i gjennomsnitt.   

Art: Parame

ter 

oppgitt:  

Celletype:  Område:  Resultat:  Ref.områ

de: 

p.k: Referanse:  

Asterias rubens  %Tail 

DNA 

Coelomocytter Drøbak 34% NA 91% (Sahlmann 

et al., 2017) 

Bathymodiolus 

azoricus 

Gjeller Menez Gwen  65%** NA NA (Pruski & 

Dixon, 

2007)1 

Lucky Strike 

Rainbow 

Mantel Menez Gwen 

Lucky Strike 

Rainbow  

Hemocytter Menez Gwen 38.0±5.8% 

(56.1±9.7%) 

15**% 

(12**%) 

M. edulis: 

12**% 

58**% 

(13**%

) 

 

(Pruski & 

Dixon, 

2003)2  Lucky Strike 21.4±4.5%  

(39.5±7.0%) 

Rainbow 15.8±1.4%  

(27.8±6.6%) 

Gjeller Menez Gwen 55.4±5.5% 

(39.3±5.4%) 

40**% 

(22**%)  

 

66**% 

(40**%

) 

 

Lucky Strike 36.7±4.0% 

(23.7±4.0%) 

Rainbow 27.8±6.6% 

(23.4±3.8%) 

Carcinus Maenas Coelomocytter Drøbak 25% NA 83% (Sahlmann 

et al., 2017) 

Cerastoderma edule Hemocytter Corcubion 1.435 ± 

0.126% 

(1.529 ± 

0.140%) 

0.186 ± 

0.026% 

NA (Pereira et 

al., 2011)3  

A Concha 1.120 ± 

0.142% 

(1.261 ± 

0.131%) 

Gjeller Corcubión 2.508 ± 

0.193% (1.049 

± 0.077%) 

0.216 ± 

0.199% 

A Concha 1.911 ± 

0.139% 

(0.913 ± 

0.077%) 

Hemocytter Corcubión 1.5291 ± 

0.1396% 

0.1858 ± 

0.0259% 

NA (Fernandez

-Tajes et 

al., 2011a) A Concha 1.2606 ± 

0.1313% 
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Art: Parame

ter 

oppgitt:  

Celletype:  Område:  Resultat:  Ref.områ

de: 

p.k: Referanse:  

Gjeller Corcubión 0.8773 ± 

0.1261% 

0.2164 ± 

0.0200% 

A Concha 0.9130 ± 

0.0777% 

TM, TL Hemocytter (TM) 1 1.5** NA NA (Dallas et 

al., 2013)4 
2 1.6** 

3 1.6** 

4  1.9** 

5 1.0** 

6 1.7** 

Ciona intestinalis   17% (Sahlmann 

et al., 2017) 

Mytilus edulis 

(Kontroll) 

Hemocytter (TM, 

TL) 

1 1.8**, 20** 

(9%*) 

 

(Dallas et 

al., 2013)4 

3 2**, 12** 

(16%*) 

4 1.5**, 15** 

(10%*) 

5 1.5**, 12** 

(12.5%*) 

6 2**, 25** 

(8%*) 

%Tail 

DNA 

Hemocytter NA NA 12%** 30%** (Pruski & 

Dixon, 

2003) 

Gjeller NA 15%** 32%** 

Fordøyelseskjertel

* 

New Brighton 13 ±0.5% NA NA (Shaw et 

al., 2004) Blackpool 13.5 ±0.5% 

Whitestable 17 ±0.3% 

River Swale 16±0.2% 

Port Quin 22±1% 

Gjeller* Reykjavik 

havn 

41% 30% 50% (Halldorsso

n et al., 

2004) 

Hemocytter* 35% 27% 81% 

Gjeller Merseyside, 

(Storbritannia) 

NA Llandudno

, 

(Storbritan

nia) 

NA (Emmanoui

l & 

Chipman, 

2008)
 

Gjeller Tagus estuarie 75% 5%  NA (Martins et 

al., 2012) 

Gjeller Menez Gwen, 

Lucky strike 

Positiv 

respons (65%) 

NA NA (Pruski & 

Dixon, 

2007)1 

Mantel 

TM Gjeller (innfødte 

muslinger) 

Ferring (4) 1.33±0.23 NA  (Rank et 

al., 2007)  Høfde 42 7 (6) 

Høfde 43 8  
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Art: Parame

ter 

oppgitt:  

Celletype:  Område:  Resultat:  Ref.områ

de: 

p.k: Referanse:  

Gammel 

fabrikk 

område 

10.1   

Rønland øst 6 (13) 

Rønland sør 2 (12) 

%Tail 

DNA 

Hemocytter Drøbak 22% NA 92% (Sahlmann 

et al., 2017) 

Mytilus 

galloprovincialis 

Gjeller Pasaport 34.60% NA NA (Kacar et 

al., 2016) Inciralti 21.64% 20.92% 

Candarli NA 25.83% 

Hemocytter Pasaport 34.15% NA 

Inciralti 18.05% 11.48% 

Candarli NA 24.41% 

Hemocytter Corcubión 1.0382 ± 

0.049% 

0.4804 ± 

0.042% 

NA (Fernandez

-Tajes et 

al., 2011a) A Concha 1.8078 ± 

0.1410% 

Gjeller Corcubión 1.8794 ± 

0.1510% 

0.8260 ± 

0.045% 

A Concha 1.8975 ± 

0.099% 

Hemocytter  Corcubión 0.951 ± 

0.058% (1.038 

± 0.068%) 

0.329 ± 

0.032% 

NA (Pereira et 

al., 2011)3  

A Concha 2.096 ± 

0.098% (1.808 

± 0.200%) 

Gjeller Corcubión 1.955 ± 

0.099% 

(1.879 ± 

0.151%) 

0.826 ± 

0.553% 

A Concha 1.833 ± 

0.090% (1.897 

± 0.099%) 

Gjeller Genova havn 45% 25% NA (Regoli et 

al., 2004) 

Hemocytter**  Lim (2008): 

15% 

(2009): 

2% 

NA (Stambuk 

et al., 2013) 

Mijet 2% 2.5% 

Ston 3% 3% 

Bakar 1.5% 3.5% 

Trogir 2% 5% 

Vranjic 2% 3% 

Split 2% 3% 

Pula 2% 5% 

Rijeka 2% 1.5% 
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Art: Parame

ter 

oppgitt:  

Celletype:  Område:  Resultat:  Ref.områ

de: 

p.k: Referanse:  

Gruz 15% 7.5% 

TL Gjeller Lira  36.50 ± 0.49,  19.87 ± 

0.46 

NA (Fernandez

-Tajes et 

al., 2011b) 
Ancoradoiro 36.60 ± 0.43 

Hemocytter Lira  36.31 ± 0.34 31.97 ± 

0.37 Ancoradoiro 44.34 ± 0.46 

Mytilus edulis, 

Mytilus 

galloprovincialis 

TM Hemocytter Test 10 45 NA (Brooks et 

al., 2009) Thames 51 

Tees 11 

Clyde 42 

Mytilus trossulus TM Hemocytter* Green Island 2.1 1.7 2.2, 4 (Thomas et 

al., 2007) Northwest bay 1.5 1.6 

Herring bay 1.4 0.1 

Bay of Isles 1.2 0.7 

Mytilus sp. OTM Gjeller  5.10±0.06  NA NA/NA (Akcha et 

al., 2004) Hemocytter  4.90±0.06  

Octopus vulgaris %Tail 

DNA 

Fordøyelsesceller Matosinhos 85% NA NA/NA (Raimundo 

et al., 

2010)4 

Olhao 72% 

Gjeller Matosinhos 70% 

Olhao 15% 

Nyre Matosinhos 38% 

Olhao 30% 

Gonader Matosinhos 30% 

Olhao 25% 

Perna viridis Fordøyelsesceller Karwar 9±3% 8±% NA (Krishnaku

mar et al., 

2006) 

 

Mangalore 11±4% 10±2% 

Hemocytter Calicut 9±3%  10±2% 

Protothaca staminea TM Hemocytter Northwest bay 2 NA Port 

chalmer

s: 2 

(Thomas et 

al., 2007) Herring bay 2 

Bay of Isles 2 

Venerupis pullastra %Tail 

DNA 

Hemocytter Corcubión 0.5144 ± 

0.0468,  

0.0919 ± 

0.0070 

NA (Fernandez

-Tajes et 

al., 2011a) A Concha 0.4855 ± 

0.1132 

Gjeller Corcubión 0.8773 ± 

0.1261 

0.1000 ± 

0.0072 

A Concha 0.9437 ± 

0.1315 

 

 

Det er en studie som har undersøkt hvordan sedimentekstrakt fra et forurenset område har å si 

på DNA-trådbrudd i to arter og i tre ulike celletyper (Hartl et al., 2006). I denne studien har 
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«%Tail DNA» blitt brukt som parameter. Denne studien undersøkte DNA-trådbrudd i artene 

T. semidecussatus og S. maximus. Den høyeste skaden i Tapes semidecussatus lå henholdsvis 

på; hemocytter: 28%, gjeller: 28% og lever/fordøyelsesceller: 33% og i Piggvar 

(Scophthalmus maximus) lå den på; blodceller: 23%, gjeller: 23% og lever/fordøyelsesceller: 

25% der resultatene har blitt tolket fra grafer. Kontrollen her er at de har tatt sedimentekstrakt 

fra et referanseområde og de har også undersøkt DNA-trådbrudd før fisken ble eksponert for 

sedimentekstrakt. Den høyeste skaden som ble registrert med sedimentekstrakt fra 

referanseområde var: T. semidecussatus: hemocytter 25%, gjeller: 23% og 

lever/fordøyelsesceller 18% og S. maximus: blodceller: 12%, gjeller: 12% og 

lever/fordøyelsesceller 15%. Som en kontroll ble det også tatt prøver av artene uten 

eksponering av sedimentekstrakt T. semidecussatus: hemocytter: 24%, gjeller: 25% og 

lever/fordøyelsesceller: 15% og S. maximus: blodceller: 10%, gjeller: 10% og 

lever/fordøyelsesceller: 7%. Det er høyere bakgrunnsnivåer av DNA-skade i T. 

semidecussatus enn i S. maximus.  

 

3.2 Fisk 

Søket ble utført og resultatene hentet ut 19.04.2023. Av de 37 resultatene som ble hentet ut, 

var det 8 artikler som ble ekskludert da studiene var gjort på ferskvannsarter og dermed ikke 

oppfylte kriteriene. Studier gjort på cellelinjer i Cyprinus carpio L. som er en ferskvannsart er 

tatt med i utvalget. Dette er fordi det som undersøkes er sedimentprøver fra Nordsjøen som er 

marint område. 

3.2.1 Design og prøvetakning 

  

Oversikt over laboratorieforsøk er vist i Tabell 1. Her har det blitt undersøkt 6 ulike arter. De 

stoffene som har blitt undersøkt er Polysykliske aromatiske hydrokarboner (PAH) og 

Polyklorerte bifenyler (PCB) i pellets, fenantren, olje, kadmiumklorid (CdCl2), gull-

nanopartikler (AuNPs), gemfibrozil og styren. Eksponeringstiden varierer fra 8 timer til 29 

dager. Alle studiene har eksponert organismene for miljøgifter/stressorer i tanker med vann. 

En av studiene har eksponert to grupper med organismer (Dupuy et al., 2014), de er markert 

som forurenset gruppe 1 og 2. 
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Tabell 5: Oversikt over hvilke/en områder, arter, celletype, kjemikalier/miljøgifter og dosering som har blitt undersøkt ved 

bruk av comet assay i laboratorieforsøk. n.k= negativ kontroll, p.t = positiv kontroll. C1: forurenset gruppe 1. C2: 

Forurenset gruppe 2.  

Art: Område:  Celletype:  Kjemikalie/stress

or:  

Kontroll:  Dose/kons. 

Intervall:  

Eksponering

stid:  

Referanse

:  

Hippocampu

s reidi 

Kommersiell

e klekkeri 

(Lab: 

Espírito 

Santo, 

Brazil) 

Blod Olje, HYP og 

Olje+HYP 

Normoxia 

(6.0 mg 

O2/L) 

(18 mL/L av 

vann, 1.5 mg 

O2/L)  i 6 L 

tanker 

8 t  (Negreiros 

et al., 

2011) 

Platichthys 

flesus 

fiskebruk 

(Fiske 

laboratorium

, Danmark) 

Erytrocytte

r 

PAH og PCB i 

pellets 

PAH: 12 

ng/g, PCB: 

16.6 ng/g 

C1: 795, 421.9 

ng/g, C2: 

9268, 4720.6 

ng/g 

14 d, 29 d  (Dupuy et 

al., 2014) 

Oreochromis 

mossambicu

s 

fiskebruk, 

(India) 

Leverceller Fenantren løst i 

dimetylformamid 

med nitritt 

uten nitritt 1 mg/l og 1 

µM 

6 d (Shailaja et 

al., 2006) 

Solea 

senegalensis 

NA Befruktede 

egg 

CdCl2 N.k: 

(ASW), P.t: 

(H2O2) 

(1.56 - 12.5)  

µg/L 

48 t (Pavlaki et 

al., 2016)* 

Sparus 

aurata 

lagune i 

Valle Ca’ 

Zuliani srl 

(Rovigo, 

Italia) 

Erytrocytte

r 

CdCl2 kontroll 

uten 

eksponerin

g 

0.1 mg/l 4, 11 dager 

(0,4,11 på 

kontroll) 

(Isani et 

al., 2009) 

Spansk 

akvakultur 

fasilitet  

Erytrocytte

r 

AuNPs, GEM, 

AuNPs+GEM 

H2O2 : 25 

µM i 10 

min 

(4- 1600) µg/L 

AuNPs, 

150 µg/L 

GEM, 

AuNPs+GEM:

80+150 µg/L 

96 t (Barreto et 

al., 2019) 

Symphodus 

mellops 

Byfjord, 

(Stavanger) 

Blod Styren kontroll 

tank 

2 mg/L 7 d  (Mamaca 

et al., 

2005) 

 

En oversikt over de studiene som har brukt sedimentekstrakt fra ulike områder for å 

undersøke DNA-skade ved bruk av Comet Assay vist i Tabell 5.  De celletypene som har blitt 

undersøkt er leukocytter, cellelinjer med gjeller tatt fra Paralichthys olivaceus og cellelinjen 

Epithelioma papulosum cyprini (EPC) tatt fra en hudsvulst i karpen Cyprinus carpio L. C. 

Alle studiene som har brukt cellelinjer har eksponert cellene i 24 timer utenom Yang et al. 

(2010), som har eksponert cellene i 0-96 timer. Fire ulike arter har blitt undersøkt i studiene 

gjort med sedimentekstrakt.   



26 
 

Tabell 6: Oversikt over hvilke/en områder, arter, celletype, om det har blitt gjennomført in vivo eller in vitro eksponering av 

sedimentekstrakt for å så å undersøke DNA-skade ved bruk av Comet Assay. N.k.: negativ kontroll, p.k.: Positiv kontroll. 

*Brukt referanseområde.  EPC = Epithelioma papulosum cyprini. 

Art:  Område: Celletype:  Konsentras

jon: 

Eksponerin

gstid:  

n.k/p.k:  In 

vivo/In 

vitro:  

Referanse:  

Cyprinus 

carpio 

Nordsjøen Leukocytter 0.1% 24 t H2O2 (0.001-1 µL 

PBS) 

In vitro (Kammann 

et al., 2000) 

Nordsjøen, 

Iberian 

sjøen* 

(Portugal) 

Cellelinje 

(EPC) 

1% 24 t Ja/ B[a]P (2.5-25 ng) In vitro (Kammann 

et al., 2001) 

Nordsjøen og 

Østersjøen 

Cellelinje 

(EPC) 

1% 24 t NA In vitro (Kammann 

et al., 2004) 

Paralichthys 

olivaceus 

Li Cang 

(LC), Zhan 

Qiao (ZQ) 

and Olympic 

Sailing 

Center 

(OSC). 

Jiaozhou 

bukt av 

Gulehavet 

Cellelinjer 

(gjeller) 

(5-200) mg 

dry 

weight/ml 

0-96 t NA In vitro (Yang et 

al., 2010) 

Poeciliopsis 

lucida 

Kvarnerbukt

a 

PLHC-1 

cellelinje 

0.08-20 

mg/mL 

24 t Ikke-eksponerte 

celler/NA 

In vitro (Šrut et al., 

2011) 

Scophthalmus 

maximus L. 

Aghada*, 

whitegate 

(Cork 

Harbor), 

Irland 

Lever, 

Gjelle, 

Epidermal, 

Milten, Blod 

1-2 cm i 500 

L sjøvann 

(7,14,21) d NA/CdCl2 (0.08 og 

0.8 µg/L) 

In vivo (Kilemade 

et al., 2004) 

 

De studiene som har sammenlignet DNA-skade fra to eller flere områder er vist i Tabell 7. De 

celletypene som har blitt undersøkt mest er erytrocytter, men det er også blitt undersøkt lever, gjeller, 

muskler, nyrer, tarm og gonader.  
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Tabell 7: Oversikt over hvilke områder, arter og celletype som har blitt undersøkt med Comet Assay. * markerer at det har 

blitt brukt et referanseområde.  

Art:  Område:  Referanseområde/er:  Celletype:  Undersøkes:  p.k/n.k:  Referanse

: 

Cathorops 

spixii 

Paranaguá 

Bay, Brasil 

(etter oljesøl) 

Paranaguá Bay, Brasil 

(før oljesøl) 

Blod Oljesøl NA/NA (Katsumiti 

et al., 

2009) 

Conger 

conger 

Southern 

Adriatic Sea 

Tyrrhenian Sea Lever, 

Gjeller, 

Muskler, 

Nyrer, Tarm 

og Gonader 

Yperite/CWAs 

(Krigføringsforbindelser) 

NA/NA (Della 

Torre et 

al., 2013) 

Coris julis Milazzo  Marinello Erytrocytter Forurensning i vannet NA/NA (Fasulo et 

al., 2010) 

Dicentrarchu

s labrax 

Vranjic, 

Trogirbukta 

(Fisk ble tatt 

fra fiskebruk 

og plassert 

her).  

Nečujambukta, 

Trogirbukta  

Erytrocytter Urenset kommunalt 

avløpsvann som ender opp i 

The Kaštela Bay 

NA/NA (Srut et al., 

2010) 

Helicolenus 

dactylopterus

, Conger 

conger 

sørlige 

Adriaterhavet 

Sørlige Tyrrenhavet Gjeller, 

Lever, 

Muskel, 

Nyre, Tarm 

og Gonader 

Effekt på bentiske fisk på et 

kjemisk krigføringsmiddel 

dumpingplass. 

H2O2 

(in 

vitro)/ 

NA 

(Della 

Torre et 

al., 2010) 

Limanda 

limanda, 

Melanogram

mus 

aeglefinus 

Firth of Forth 

(FoF), 

Ekofisk (EF), 

Dogger Bank 

(DB) og 

German 

Bight (GB) 

Island SE (ISE), Island 

SW (ISW) 

Blodceller DNA-trådbrudd i Limanda 

limanda og 

Melanogrammus aeglefinus 

fra to lokasjoner på Island 

og fra Dogger bank.   

 

NA/NA (Hylland et 

al., 2017) 

Micropogoni

as furnieri 

Patos 

Lagune, 

Brasil 

NA Blod Analysering av 

biomarkører i trommefisker 

fra forurensede og ikke-

forurensede områder fra 

estuarie  

NA/NA (Amado et 

al., 2006a) 

Mugil curema (Goiana, 

Jaguaribe, 

Capibaribe, 

Sirinhaém, 

and Formoso) 

in 

Pernambuco 

State, (Brasil) 

NA Erytrocytter vannforurensning i et 

område som har blitt utsatt 

for utslipp av ubehandlet 

kloakk.   

NA/NA (Lima et 

al., 2019) 

Paralichthys 

orbignyanus 

Coroa do Boi Saco do Justino Erytrocytter Biomarkører av 

eksponering og effekten av 

NA/NA (Amado et 

al., 2006b) 
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Art:  Område:  Referanseområde/er:  Celletype:  Undersøkes:  p.k/n.k:  Referanse

: 

miljøgifter ble analysert i 

flyndrer.  

Periophthalm

us waltoni 

Ameri Port, 

Soltani Inlet, 

Shif Island 

(Persian golf) 

NA Gjeller Fem forskjellige biomarkør 

responser ble valgt for å se 

på 

detoksifiseringsprosessen i 

en slamkryper fra ulike 

stasjoner langs kysten.  

NA/NA (Shirani et 

al., 2012) 

Platichthys 

flesus 

Biscayabukta 

(Frankrike) 

NA Erytrocytter Beskrive og modellere 

variasjonsmønstre i 

individuelle fiskeresponser 

til miljøgifter innad i 

estuarier, sesong og kjønn.  

NA/NA (Laroche et 

al., 2013) 

Villaine 

elvemunning 

(Frankrike) 

NA Erytrocytter Fysiologiske og genetiske 

responser til flyndren ble  

NA/NA (Evrard et 

al., 2013) 

Platichthys 

flesus, 

Limanda 

limanda,  

 

Seine 

elvemunning 

og Parfond 

(Frankrike) 

NA Erytrocytter Et rammeverk har laget et 

rammeverk for å validere 

applikasjonene av 

kjemikalier og biologiske 

vurderingsterskler i 

Seinebukta i Frankrike. 

DNA-trådbrudd ved bruk 

av comet assay og andre 

analyser ble analysert i fire 

marine arter (Platichthys 

flesus, Limanda limanda, 

Mytilus sp. og Nucella 

lapilus). 

 

 

NA/NA (Burgeot et 

al., 2017) 

 

 

3.2.2 Lagring av prøver 

Ingen av artiklene tar for seg hvor lenge de har hatt prøvene på is innen innstøping, men noen 

artikler skriver at prøvene ble preparert «umiddelbart» til Comet Assay (Amado et al., 2006a; 

Mamaca et al, 2005; Marques et al., 2014; Negreiros, 2011; Srut et al., 2010).  
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3.2.3 Lysering og elektroforese  

  

Alle studiene har hatt en pH = 10 på lyseringsbuffer. De fleste studiene har inkubert cellene i 

1 time i lysis buffer, imens andre studier har hatt > 1 timer, 1.5 timer, 2 timer, 3 timer, over 

natt og en studie har lagt prøvene i lysis buffer i 10-26 dager (se Vedlegg B).   

I elektroforesen har det for det meste blitt brukt spenning 25 V, det blir også brukt 15 V, 20 V, 

22 V, 23 V og 43 V (Figur 5).  

 

Figur 5: Histogram over hvilken spenning (V) som har blitt brukt mest i studier med fisk.  

Alle studiene har brukt samme strøm på 300 mA med unntak av noen få studier som har brukt 

140, 240 og 390 mA. Alle studiene har hatt basisk elektroforesebuffer som varierer mellom 12 

til over 13 i pH. Tid for elektroforese varierer fra 15 til 30 min (se Vedlegg A). Tid for 

utkveiling av DNA varierer fra 15 min til 80 min (Figur 6).    
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Figur 6: Histogram over hvilken alkalin utkveilingstid som har blitt brukt mest i studier med fisk. 

3.2.4 Scoring 

Gjellecellene er for det meste har en større grad av DNA-skade enn erytrocyttene. De fleste 

studiene har undersøkt erytrocytter, noen har også undersøkt leverceller, epidermis og milt. I 

noen av studiene gjort på fisk har en skala fra 0-3 blitt brukt, der 300 er maksimal DNA-skade 

der 100 celler blir scoret (Negreiros et al., 2011; Shailaja et al., 2006). DNA-skade er større i 

eksponerte grupper enn i kontrollene i de studiene som har brukt visuell scoring som 

parameter (Tabell 8).   
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Tabell 8: Oversikt over scoring resultatene til de studiene som har blitt gjennomført i laboratorium. Verdier er lest av graf*. 

Verdier er regnet om til %Tail DNA**.  

Art:  Parameter 

oppgitt:  

Celletype/vev: Miljøgift/er: Resultat:  p.k/n.k: Referanse:  

Hippocampus 

reidi 

Visuell scoring 

(0-3) 

Blod Hypoksi 118.3±19.3 NA/ 

4.5±1.3 

(Negreiros et 

al., 2011) Olje 

 

134.5±19.4 

Hypoksi + Olje 194.0±9.1 

Oreochromis 

mossambicus 

Leverceller Nitritt+ fenantren 277  (Nitritt: 23, 

Fenantren: 

35)/NA 

(Shailaja et al., 

2006) 

Platichthys 

flesus 

%Tail DNA Erytrocytter*  Fiskepellets: 19%/NA (Dupuy et al., 

2014) 

PAH: 795 ng/g 

PCB: 421.9 ng/g  

 

27% 

PAH: 9268 ng/g 

Og PCB: 4720.6 

ng/g 

 

32% 

Solea 

senegalensis 

% DNA-skade, 

Visuell scoring 

(0-4) 

Befruktede egg Cd+ 

  

45% NA/ 30% (Pavlaki et al., 

2016) 

Sparus aurata TL, %Tail 

DNA, TM 

Erytrocytter** CdCl2 14.4% NA/ 13.6% (Isani et al., 

2009) 

Visual scoring 

(0-4), TL 

Erytrocytter cAuNPs: 

80 µg/L 

 

 

 

 

 

 

 

194.0± 5.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NA/ 27.2 ± 

7.9 

 

(Barreto et al., 

2019) 

PVP-AuNPs:  

1600 µg/L 

 

267.4± 23.0 

 

GEM:  

150 µg/L:  

 

264.8 ± 6.1.  
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Art:  Parameter 

oppgitt:  

Celletype/vev: Miljøgift/er: Resultat:  p.k/n.k: Referanse:  

80 µg/L cAuNPs 

+GEM 150 µg/L: 

 

280.3 ± 22.7 

 

80 µg/L PVP-

AuNPs+GEM 

150 µg/L: 

 

247.6 ± 18.2 

 

Symphodus 

mellops 

%Tail DNA Blod Styrene 11±4% NA/ 7± 2% (Mamaca et al., 

2005) 

 

 

I studiene som har brukt visuell scoring som parameter er det mye større skade i celler som har blitt 

eksponert for sedimentekstrakt enn i de negative kontrollene (Tabell 9).  En av studiene som har brukt 

visuell scoring har tatt vekk den siste klassen med DNA-skade (Kammann et al., 2000). 

I studien som har brukt ara C som er en DNA reparasjonsinhibitor (Kammann et al., 2000), 

har den samme prøven med eller uten ara C er tatt med i tabellen, der høyeste skade uten å 

bruke ara C er regnet som høyeste gjennomsnittlige DNA-skade (Tabell 9). 

 

Tabell 9: Oversikt over arter, parameter, celletype, resultat og resultat fra kontroller fra de studiene som har brukt eksponert 

celler for sedimentekstrakt .  **Lest av graf. *Verdier som er omregnet til %Tail DNA. Ara C er en DNA reparasjons 

inhibitor. Område vil si det stedet som de har hentet sedimentekstraket fra. 1uten ara C (med ara C).  

Art:  Parameter 

oppgitt:  

Celletype:  Område:  Resultat: Ref.område

:  

p.k/n.k:  Referanse:  

Cyprinus 

carpio 

Visuell 

scoring (0-

3(2)):   

Leukocytter  Nordsjøen 

(KS11):  

190 (200)  NA Ja/17 (Kammann et 

al., 2000)1 

Nordsjøen 

(Ti13): 

47 (91) 

Nordsjøen 

(UE70): 

76 (80) 

Nordsjøen 

(WB5): 

158 (26) 

Visuell 

scoring: 

 

Fiskelinjer 

(EPC) 

Nordsjøen 299 44 150/40 (Kammann et 

al., 2001) 

Fiskelinjer 

(EPC) 

Nordsjøen 300** NA NA/NA (Kammann et 

al., 2004) 

Paralichthys 

olivaceus 

Visuell 

scoring (0-3):  

Cellelinjer 

(gjelleceller) 

LC 

 

 

211 ± 5.5 

 

NA/15 ± 4.2 

 

(Yang et al., 

2010) 

ZQ 154 ± 9.6 NA/18 ± 3.0 
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OSC 

 

 

 

99 ± 6.7 

 

NA/18 ± 6.0 

Poeciliopsis 

lucida 

%Tail DNA Erytrocytter Kvarnerbukt

a 

9.53% B[a]P: 

10 µM: 

9.49%/NA  

 

EMS: 

1000µM: 

9.94%/NA 

(Šrut et al., 

2011) 

Scophthalmus 

maximus L. 

Epidermis*: Aghada:  29% 22% NA/ 11% (Kilemade et 

al., 2004) 

Whitegate 32% 

Lever*: Aghada: 21% 14% 39%/ 4% 

Whitegate 24% 

Blod*: Aghada 17% 11% 45%/ 8% 

Whitegate 24% 

Milt*: Aghada 

 

19% 16% NA/ 8% 

Whitegate 21% 

Gjeller*: Aghada 

 

27% 14% 49%/ 10% 

Whitegate 25% 

 

En oversikt over resultatene fra scoring til de studiene som har kvantifisert DNA-skade fra to 

eller flere forurensede områder er vist i Tabell 10.   

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

Tabell 10: lest av graf**, regnet ut ved hjelp av TM og TL til %Tail DNA*, lest av graf og regnet ut ved hjelp av TM og TL 

til %Tail DNA. 1Kun oppgitt data fra Conger Conger i gjeller. 2Oppgitt data i median. ND: Ikke bestemt/Not determined. p.k: 

positiv kontroll..  

Art:  Parameter 

oppgitt:  

Celletype: Område:  Resultat.  Ref.omr

åde: 

p.k: Referanse:  

Cathoro

ps spixii 

Visuell 

scoring  

Blodceller Paranaguá bay 

(etter oljesøl)  

 

180±21 

Før 

oljesøl: 

170±25, 

Etter 

oljesøl: 

64.5±28 

NA (Katsumiti et al., 

2009) 

Conger 

conger 

%Tail DNA Gjeller Sørlige 

Adriaterhavet  

28.77% NA (Della Torre et al., 

2010)1 

Gjeller Sørlige 

Adriaterhavet 

28.51 ± 6.19% 

 

0.8 ± 

0.05% 

(Della Torre et al., 

2013)1 

Coris 

julis 

TL, TM Erytrocytter Milazzo 3.85%* 0.659%* (Fasulo et al., 2010) 

Dicentra

rchus 

labrax 

%Tail DNA Erytrocytter Vranjic 10.84% 

 

7.06%  (Srut et al., 2010) 

Nečujam Bay 6.25% 

Gadus 

Morhua 

Hvite 

blodceller 

Drøbak 14% NA 45% (Sahlmann et al., 

2017) 

Limanda 

limanda 

- Erytrocytter  ND NA NA (Burgeot et al., 

2017) 

%Tail DNA Erytrocytter FoF 30% 2% (Hylland et al., 

2017)2 

EF og GB 10% 

Melanog

rammus 

aeglefin

us 

FoF >10%** ISE: 50% 

ISW: >10

%** 

Micropo

gonias 

furnieri 

Visuell 

scoring 

Blodceller Patos lagune 

(Vinter, 

sommer) 

101.67 ± 7.17, 

99.4 ± 17.65 

 

38.00 ± 

5.83, 

57.71 ± 

11.85 

(Amado et al., 

2006a)a 

Mugil 

curema 

Erytrocytter Juréia 15.3±8.3 NA (Lima et al., 2019) 

Goiana 42.1±2.8 

Jaguaribe 20.6±6.8 

Capibaribe 108.3±11,5 

Sirinhaém 30.2±5.5 
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Formoso 14.6±3.9 

Paralich

thys 

orbignya

nus 

TM  Erytrocytter Coroa de Boi 

(Vår, Sommer, 

Høst) 

185.94 ± 

37.94, 152.32 

± 7.47, 

232.24 ± 

17.64 

192.97 ± 

18.53, 

128.91 ± 

7.87, 

182.21 ± 

10.14 

(Amado et al., 

2006b) 

Periopht

halmus 

waltoni 

%Tail DNA Gjeller Soltani 33%,  NA (Shirani et al., 2012) 

Shif Island 17%, 

Ameri Port 13%** 

Platichth

ys flesus 

Erytrocytter NA NA NA (Laroche et al., 

2013) 

TM Erytrocytter Villaine  

(Januar, april, 

September, 

oktober, 

november, 

desember) 

 

4, 4.2, 

7, 

8, 

10, 

12. 

NA (Evrard et al., 2013) 

Seine 

(November) 

7 

%Tail DNA Erytrocytter Seine estuary 15.5±10.5 (Burgeot et al., 

2017) Parfond 12.7 ±9.3 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

4 Diskusjon 

Målet med oppgaven er å beskrive metodevariasjoner i studier som har brukt comet assay til å 

kvantifisere DNA skade i marine organismer og hvordan dette kan påvirke resultatene. De 

kategoriene som er undersøkt har vært design og prøvetakning, lagring av prøver, 

lysis/elektroforese og scoring.  

4.1 Design og prøvetakning 

De artene som har blitt studert mest fra rekken bløtdyr er M. edulis og M. galloprovincialis, 

(Se Tabell 1, 2 og 3), dette er arter som er mye brukt som bioindikatorarter (Jorgensen, 1996; 

Júnior et al., 2015). Det er en større grad av variasjon i de artene som er undersøkt i rekken 

fisk, der 20 ulike arter er undersøkt. Det er noen av disse som har blitt undersøkt mer enn 

andre og det er L. limanda og P. Flesus. I en av de studiene som undersøker DNA-skade i 

flere arter er det store forskjeller i DNA-skade mellom artene (Sahlmann et al., 2017) (se 

Tabell 4). Sahlmann og kolleger undersøkte DNA-skade hos fem ulike arter: Mytilus edulis, 

Carcinus maenas, Asterias rubens, Ciona intestinalis og Gadus Morhua med bakgrunn DNA-

skade oppgitt i «%Tail DNA» på henholdsvis 22%, 25%, 34%, 17% og 14% (Sahlmann et al., 

2017). Variasjonene viser til hvordan miljøforurensningen påvirker arter ulikt og at flere arter 

burde undersøkes for å få en bedre oversikt over faren ved forurensning.  

I de studiene som har undersøkt både gjelleceller og hemocytter/erytrocytter er det for det 

meste høyest DNA-skade i gjelleceller (Tabell 3, 4 og 9). En av grunnene til dette kan være at 

gjeller er mer direkte utsatt for forurensning enn blodcellene på grunn av at gjeller hos 

muslinger og fisk er i direkte kontakt med omgivelsene (Arabi, 2004; Jorgensen, 1996). Fisk 

kan vandre over lengre avstander, imens mange bløtdyr (slik som muslinger) er stasjonære og 

vil dermed for det meste oppholde seg på det samme stedet. Dette kan påvirke graden av 

eksponering hos fisk og muslinger. Fisk kan for eksempel bli eksponert for flere miljøgifter 

fra flere områder eller bli eksponert i mindre grad hvis de migrerer til et område som ikke er 

like utsatt for miljøforurensing. Noe annet som kan ha en innvirkning på ulik DNA-skade i 

gjeller og hemocytter/erytrocytter er at det er enklere å forberede blodceller for comet assay 

enn det er å forberede vev siden blodcellene allerede er i suspensjon og kun må fortynnes, 

imens vevsprøvene må behandles på forhånd før analysen.  For å kunne bruke comet assay må 

cellene være enkeltceller og vevsprøver må bearbeides kraftig før analysen, noe som er vist å 

kunne føre til DNA-skade (Frenzilli et al., 2009). Hvordan prøvene er opparbeidet kan også 

ha noe å si på mengden med DNA-skade som blir målt i analysen.  
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Det varierer hva slags miljøgifter som blir undersøkt. De miljøgiftene som har blitt undersøkt 

både i fisk og bløtdyr er kobber, kadmium og B[a]P. Der noen av studiene også har tatt for seg 

miljøgifter eller stressorer i kombinasjon med hverandre (se Tabell 3). Siden den totale 

effekten av miljøgifter i økosystemer kan være vanskelig å forutsi selv med gode studier gjort 

på de individuelle miljøgiftene, bør det i større grad gjøres studier som ser på ulike miljøgift-

kombinasjoner, slik som Al-Shaeri et al. (2013) der effektene av SWCNTs sammen med ulike 

metaller ble undersøkt. I denne studien var det en synergistisk effekt hvor SWCNTs i 

kombinasjon med Cd og Zn estimerte en høyere DNA-skade enn i kombinasjon med kun en 

av metallene (se Tabell 3). Det som kan være problematisk i å undersøke effekten av en enkel 

miljøgift er at organismer i et økosystem som oftest blir påvirket av flere miljøgifter samtidig, 

og de kan interagere. Dette betyr at den totale effekten av to kjemikalier som gir DNA-skade 

kan være større eller mindre enn den effekten de ville hatt hver for seg.  

Noen av studiene har studert fiskelinjer in vitro. Å ta i bruk fiskelinjer in vitro kan være 

fordelaktig siden de er enkle å bruke, de er kostnadseffektive, og de kan bidra med grenseløst 

materiale og tar høyde for etiske problemer i forbindelse med bruk av menneske-, eller 

dyrevev  (Kaur & Dufour, 2012). Det som kan være en ulempe ved å bruke cellelinjer er at 

immortaliseringen av cellelinjene kan påvirke resultatet fra comet assay metoden siden 

cellene kan vokse nærmest uendelig og derfor oppføre seg annerledes enn celler in vivo. I en 

studie gjort med perifere mononukleære blodceller, THP-1 cellelinjer og Monocytter eller 

hele blodceller, der isolerte blodceller var mer sensitive til stimulering med lipopolysakkarid 

til sammenligning med primærceller (Schildberger et al., 2013). De fysiologiske responsene 

til cellelinjer og primærceller er ikke identiske, siden cellelinjer er genetisk manipulert, noe 

som påvirker deres fenotype, opprinnelige funksjoner og responsen deres til stimuli (Kaur & 

Dufour, 2012). Relevante interaksjoner mellom målceller og de omliggende cellene kan være 

vanskelig å gjenskape Chanput et al., (2014), dette kan være en av grunnene til forskjeller i 

resultater mellom cellelinjer og primære celler. Å bruke cellelinjer i en kombinasjon med 

vanlige celler vil dermed være fordelaktig.   

4.2 Lagring av prøver 

De undersøkte studiene oppgir ikke hvor lang tid prøvene til comet assay har blitt lagret på is 

før analyse, og det virker som det er veldig lite fokus på om og hvordan lagring av prøver på 

is kan påvirke resultatene av analysen. De fleste analysene har skrevet at de har lagt prøvene 

på is eller at de har preparert cellene for comet assay direkte etter prøvetaking. Ventetiden 

mellom første og siste prøve antas å være neglisjerbar. Det kan antas at de ikke har tatt hensyn 
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til at noen av prøvene må ventes litt med siden en ikke kan se på alle prøvene og støpe dem 

samtidig. Dette kan være er en feilkilde som ikke har blitt tatt i betraktning. I en studie gjort 

av Del Bo og kolleger med den Fpg-modifiserte comet assay var nivået av «FPG-sensitive 

sites» signifikant høyere i kryopreserverte celler sammenlignet med ferske celler der celler 

som var indusert med H2O2 var signifikant lavere etter lagring (Del Bo et al., 2015).  Siden 

cellene i liten grad kan reparere seg selv når de ligger på is er det en potensiell fare for DNA-

skade her også, noe som burde undersøkes ved en senere anledning. DNA er ganske robust og 

har utviklet mange mekanismer for å reparere seg selv og gjenopprette den genetiske 

informasjonen i DNA (Russev & Anachkova, 2009). På den andre siden er det mange studier 

som har viser til ingen signifikant forskjell mellom kryopreserverte celler og ferske celler 

(Bankoglu et al., 2021; Hininger et al., 2004; Kwok et al., 2013; Ladeira et al., 2019).   

4.3 Lysering og elektroforese 

I de undersøkte studiene varierer tiden for alkalin utkveiling fra 15 min til 45 min (se Figur 4), 

dette vil ha en innvirkning på hvor stor DNA-skade som blir registrert via comet assay. Tiden 

for alkalin utkveiling er en parameter som kan ha påvirkning på analysen (Collins et al., 

2014).   Azqueta og gruppen hennes har undersøkt hvordan ulike utkveilingstider og 

elektroforeseforhold kan påvirke graden av DNA-skade i to celletyper (blodlymfocytter og 

TK-6) (Azqueta et al., 2011a). Studien viste at «%Tail DNA» økte over tid i opptil 40 

minutter i alkalin utkveilingen både i H2O2 -behandlede og i ubehandlede celler. Videre i 

studien kommer det fram at spenning er det som har mest å si på «%Tail DNA» der DNA-

skaden øker med spenningen, men visuell scoring synes å være mindre sensitiv til 

spenningsforskjeller (Azqueta et al., 2011a). Selv om de fleste studiene har brukt samme 

spenning på 25 V har de ikke regnet ut spenningsgradienten (Figur 3 og 5). DNA er sterkt 

påvirket av elektroforesetid (opptil 40 min) og spenningsgradient mellom <0.2 og1.6 V/cm 

(Collins et al., 2014). Selv om elektroforeseforholdene, og den alkaline utkveilingstiden er 

den samme vil fortsatt inter-laboratorievariasjoner stå for den største delen av totalvariasjonen 

av resultatene til comet Assay (Collins et al., 2014), noe som antyder et større behov for mer 

standardisering av metoden. 

4.4. Scoring  

De cellene/vevene som har blitt undersøkt i studiene er gjeller, mantel, hemocytter, gjeller, 

nyre, sædceller og gonader. To studier har utført prøvetakningen samme år med samme arter, 

der begge har undersøkt hemocytter og gjeller (Fernandez-Tajes et al., 2011a; Pereira et al., 

2011), resultatene fra studiene er ikke signifikant ulike (Tabell 4). I den ene studien Pereira et 
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al. (2011), har de gjennomført to prøvetakningsperioder, der det er små variasjoner i 

resultatene. Begge studiene har brukt samme elektroforesetid, spenning, strøm og alkalin 

utkveilingstid, dette kan være med på å hindre forskjellene i resultatene og viser at metoden 

ikke har stor variabilitet.   

I to studier som begge har undersøkt Cd, der den ene har studert erytrocytter i fisk og den 

andre har studert hemocytter i bløtdyr, er det en betydelig høyere DNA-skade i bløtdyr enn i 

fisk med henholdsvis 53.54% og 14.41% (Tabell 3 og 8). Grunnen til dette er nok hvilken 

konsentrasjon som artene har blitt eksponert for, der den høyeste konsentrasjonen som 

bløtdyret N. chamaelon har blitt utsatt for er 75 μg/L og fisken Sparus aurata ble utsatt for 0.1 

mg/L (Tabell 1 og 5). For å kunne sammenligne på tvers av studier er det derfor viktig å ha 

samme design på studien.  

I studiene har de fleste brukt «%Tail DNA» som parameter, men det er også noen studier som 

har brukt TM, TL og OTM. Dette kan gjøre det vanskelig å sammenligne resultatene fra 

scoring siden det har blitt brukt forskjellige parametere i ulike studier. De fleste studiene med 

bløtdyr har brukt «%Tail DNA», men det er også noe som har brukt TM og TL. TM i studiene 

som har undersøkt fisk er det flere studier som i tillegg til «%Tail DNA», TM og TL har brukt 

visuell scoring. I følge Collins er den mest brukbare parameteren for å måle DNA-trådbrud i 

celler «%Tail DNA», fordi den har et linjert forhold til bruddfrekvensen og skade kan 

observeres over det bredeste mulige området (i teorien, 0 til 100%) (Collins, 2004). 

Det er noen av studiene som har brukt visuell scoring til å estimere DNA-skade. Visuell 

scoring estimerer lavere DNA-skade høyere enn ved bildeanalyse scoring, men bildeanalyse 

kan estimere lavere med høyere skade på grunn av at kometene kan overlappe og da vil ikke 

programmet som scorer kometene telle disse cellene (Azqueta & Collins, 2013). Utenom dette 

er det tidligere vist at visuell scoring og bildeanalyse nesten gir samme resultat (Collins et al., 

2008). Innenfor visuell scoring gir 5 klasser fra 0-4 best oppløsning. Her vil 0 være den 

laveste scoren og 400 være den høyeste scoren (Collins, 2004). 

I en av studiene gjort på fisk har den siste klassen av kometer innenfor visuell scoring ikke 

blitt tatt med (klasse nummer tre) siden de har antatt at disse cellene er apoptotiske celler 

(Kammann et al., 2000). Andre studier som har sett bort ifra såkalte «hedgehogs» celler er  

(Dixon et al., 2004; Pruski & Dixon, 2003). «Hedgehogs» er celler der mesteparten av DNA-

et ligger i halen på kometen (Meintieres et al., 2003). Argumentet for å utelate disse cellene er 

at de er apoptotiske, siden bilde av cellene med høyest DNA-skade forsvant, og at dette mest 
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sannsynlig var på grunn av tap av fluorescens i nedbrutt DNA (Kammann et al., 2000). 

Collins argumenterer for at comet assay ikke kan detektere apoptose av to grunner: Apoptose 

er irreversibelt, men «hedgehogs» kometer kan bli reparert slik at det ikke lenger er mulig å se 

«hedgehogs» (Collins, 2004). Den andre grunnen er at apoptose er karakterisert med 

fragmentering av DNA til størrelsen av nukleosomoligomerer. Dette er såpass små biter av 

DNA som ville ha forsvunnet under lysering eller elektroforese (Collins, 2004). En studie som 

har undersøkt tettheten av kometer i gelen og nedgangen i «%Tail DNA» i celler som ble 

inkubert etter behandling med H2O2 kom fram til at «hedgehogs» ikke er apoptotiske celler, 

men heller at grunnen til at de forsvinner er at DNA-et reparerer seg selv (Lorenzo et al., 

2013). En annen studie har undersøkt celler i cellelinjen CTLL-2 der de kom fram til at 

«hedgehogs» eller «ghost cells» ikke er apoptotiske celler siden de forsvinner under 

elektroforesen (Meintieres et al., 2003). Det å utelate disse celletypene kan dermed ha en 

innvirkning på resultatet til analysen og burde derfor bli inkludert i resultatene siden de 

representerer enden av spekteret på DNA-skade (Lorenzo et al., 2013). 

4.5 Comet assay sammenlignet med andre metoder som brukes for å undersøke DNA-

skade i celler 

Fordelen med å bruke comet assay er at gentoksisteten er detektert på enkeltcellenivå, de 

fleste eukaryote celler kan brukes i analysen, kun et lite utvalg av celler er nødvendig, 

metoden er raskere, mer sensitiv enn andre tilgjengelige metoder for å analysere DNA-

trådbrudd (Frenzilli et al., 2009). Ulempene med metoden er at det er enkeltcelledata, 

begrenset utvalg av celler, tekniske variasjoner og tolkning (Jiang et al., 2023). 

Enkeltcelledata sier lite om hvordan DNA-skaden påvirker mekanismene til cellene, men 

enkeltcelledata er lettere å kvantifisere. Metoden kan også kun evaluere direkte DNA skade 

eller «alkali labile spots», lesjons-spesifikke enzymer må bli brukt for å kunne identifisere 

lesjoner nøyaktig og spesifikt (Jiang et al., 2023). 

En annen mye brukt metode for å se på DNA-skade er “Micronucleus assay” (MNA) som blir 

brukt til å undersøke genetisk skade i mitotiske celler (Araldi et al., 2015). Fordelene med å ta 

i bruk MNA er at den gir nøyaktige data som er enkle og detektere endepunktene på (Hayashi, 

2016). Analysen blir ofte brukt i kombinasjon med comet assay (Araldi et al., 2015), også i 

mange av studiene som har blitt gjennomgått i denne litteraturstudien (Siu et al., 2004; Amado 

et al., 2006a; Amado et al., 2006b; Krishnakumar et al., 2006; Katsumiti et al., 2009; Fasulo et 

al., 2010; Srut et al., 2010; Negreiros et al., 2011; Shirani et al., 2012; Della Torre et al., 2013; 

Stambuk et al., 2013; Burgeot et al., 2017; Lima et al., 2019). Noen av fordelene med MNA 
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over comet assay er at den kun tar i betraktning genetisk skade i mitotiske celler der comet 

assay detekterer skade både i interfase og i mitotiske celler (Miller et al., 1998). Det å bruke 

begge analysene i kombinasjon med hverandre kan være nyttig for å få et best mulig resultat 

for å undersøke ulike typer DNA-skade.  

Andre analyser som kan bli brukt til å detektere DNA-skade ved å estimere graden av 

oksiderte baser i DNA er «High performance liquid chromatography» (HPLC), men denne 

metoden har vist seg å overestimere graden av DNA-skade (Gedik et al., 1998) og synes 

derfor mindre nyttig enn comet assay og MNA.  

4.6 Usikkerheter knyttet til oppgaven 

Noen av begrensingene med å bruke søkemotorer er at en ikke kan være helt sikkert på at alle 

søkeordene er optimale eller om det er noen eldre studier som har brukt andre MeSH-termer 

som ikke har blitt med i utvalget. Det å ta i bruk flere søkemotorer for å sammenligne 

resultatene som kommer opp innenfor hver søkemotor kunne ha gjort at utvalget av studier 

hadde vært bedre. I de fleste studiene har resultatene blitt tolket fra grafer noe som kan ha ført 

til upresis lesing av resultater.   

Data som kjønn og alder på artene har ikke blitt samlet inn, dette kan også påvirke resultatene 

fra scoring. I en studie med rotter var det tydelige kjønnsforskjeller i akutt giftighet til 

legemiddelet Amphotericin B (AmB) der hunnene hadde høyere dødelighet enn hannene 

(Wang et al., 2021). Dette vil også kunne påvirke resultatene i fisk og bløtdyr.  

4.7 Fremtidige studier  

Noe som ikke er undersøkt i denne oppgaven som kan være interessant å studere videre er 

hvordan prosesseringen av vev, agarosekonsentrasjonen og kjønn kan påvirke resultatet. På 

grunn av liten dokumentasjon hvor lenge prøver lagres på is før støpning er dette også noe 

som burde undersøkes nærmere. Siden interlaboratorievariasjoner synes å utgjøre en stor 

andel av observerte variasjoner i metoden, kan det i fremtiden være interessant å utforske 

dette bedre slik at en standardisert protokoll kan fastsettes for fisk og bløtdyr. Ulike 

laboratorier bør motta samme prøver/ gjøre samme eksperiment med samme cellelinje/celler 

og behandle dem likt før det undersøkes om det er noen variasjon. Parallelt bør de samme 

prøvene vurderes av de ulike laboratoriene med deres egen protokoll slik at resultatet kan 

sammenlignes.  
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5 Konklusjon 

I denne litteraturstudien har det blitt undersøkt hvilke metodevariasjoner som finnes i studier 

som har brukt comet assay til kvantifisering av DNA-skade i bløtdyr og fisk, og hvordan dette 

kan påvirke resultatene fra metoden. De fire ulike kategoriene design og prøvetakning, lagring 

av prøver, lysering og elektroforese, og scoring har blitt undersøkt. 

Forskjeller i artsensitivitet mellom ulike rekker og mellom ulike celler og vev kan ha en 

påvirkning på resultatet for eksempel i sammenligning med hemocytter og gjeller der gjeller 

er mer sensitive for DNA-skade.     

Bruk av fiskelinjer in vitro er enkle å bruke, de er kostnadseffektive og kan bidra med 

grenseløst materiale. I tillegg eliminerer det etiske problemer i forbindelse med bruk av 

menneske- eller dyrevev. Utfordringene med å bruke fiskelinjer er at immortaliseringen av 

cellelinjene kan påvirke resultatet fra comet assay siden cellene kan vokse nærmest uendelig 

og derfor oppføre seg annerledes enn celler in vivo. Å bruke cellelinjer i en kombinasjon med 

vanlige celler vil dermed kunne være fordelaktig.   

Ingen av de undersøkte studiene har oppgitt hvor lang tid de har lagret prøvene sine på 

is/kjølig. Det bør undersøkes bedre hvordan dette kan påvirke grad av DNA-skade gjennom til 

dels enkle eksperimenter. Tiden i alkalin utkveiling varierer i stor grad og er en av 

parameterne som kan ha innvirkning på resultatene. Spenningsgrad blir også oppgitt svært 

sjeldent, og dette anbefales gjort for hver enkelt studie for bedre sammenligningsgrunnlag av 

resultater og bedre reproduktivitet.  

Variasjonen av parametere som har blitt brukt i scoring gjør det vanskelig å sammenligne 

resultater på tvers av studier, derfor kan det være lurt å oppgi flere parametere i studier gjort 

med comet assay. Det er noen studier som ikke har regnet med «hedgehogs» i sine resultater. 

Det å utelate «hedgehogs» fra resultatene kan ha en innvirkning på resultatet til analysen 

siden de representerer enden av spekteret på DNA-skade. I fremtidige studier vil det å 

undersøke hvordan prosesseringen av vev, agarosekonsentrasjonen og større grad av 

dokumentasjon rundt lagring av prøver på is/kjølig ved interlaboratoriestudier.   

Ulik vektlegging av scoring-parametere gjør sammenligning av resultater på tvers av studier 

vanskeligere, og disse bør derfor oppgis. I noen studier er visse deler av resultatene, slik som 

"hedgehogs" utelatt, men grunnlaget for dette er noe usikkert. «Hedgehogs» representerer 

enden av spekteret for DNA-skade, og ved å utelate dem vil det kunne introduseres en viss 
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skjevhet i resultatene, noe som igjen gjør sammenligning vanskeligere. Alt i alt bør det stilles 

større krav til dokumentasjon av alle vurderingsparametere i comet assay, og det anbefales for 

fremtidige studier å undersøke hvordan agarosekonsentrasjon, prøveopparbeiding og særlig 

vevsprosessering, samt både korttids- og langtids-lagring av prøver påvirker resultatene i 

comet assay. 
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7 Appendiks 

Vedlegg A. Elektroforeseforhold.  

 

Tabell 1: Oversikt over tid for utkveiling, spenning, elektroforesetid og strøm i bløtdyr.  

Art: 

 

Tid for 

alkalin 

utkveilin

g (min): 

Spennin

g (V): 

Tid for elektroforese 

(min): 

Strøm 

(mA): 

Referanse: 

Bathymodiolus 

azoricus 

10 25 10 300 (Pruski & Dixon, 2003) 

- - - - (Pruski & Dixon, 2007) 

10 25 10 300 (Dixon et al., 2004) 

Cerastoderma 

edule 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Fernandez-Tajes et al., 2011a) 

20 15  30 320 (Dallas et al., 2013) 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Pereira et al., 2011) 

Mytilus edulis  15  25 5 300 (Rank et al., 2007) 

20 20 30 300 (Mamaca et al., 2005) 

20  25 30 300 (Al-Subiai et al., 2011) 

10 25 10 300 (Pruski & Dixon, 2003) 

20 25 10 300 (Shaw et al., 2004) 

30 25 25 300 (Al-Shaeri et al., 2013) 

20 25 30 300 (Tran et al., 2007) 

20 20 20 300 (Halldorsson et al., 2004) 

30 25 V/cm 25 300 (Singh & Hartl, 2012) 

30 30 20 300 (Emmanouil & Chipman, 2008) 

40 5 30 - (Martins et al., 2012) 

20 15  25 - (Sahlmann et al., 2017) 

45 25 30 300 (Lewis & Galloway, 2009) 

20 15 30 320 (Dallas et al., 2013) 

Mytilus 

galloprovinciallis 

20 25 30 300 (Alnajar et al., 2021) 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Laffon et al., 2006) 

 25 25 300 (Kacar et al., 2016) 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Fernandez-Tajes et al., 2011a) 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Pereira et al., 2011) 

10 25  5 300 (Regoli et al., 2004) 

20 25 (0.83 

V/cm) 

5 300 (Fernandez-Tajes et al., 2011b) 

10 25 5 300 (Frenzilli et al., 2004) 

15 35 (1.16 

V/cm) 

15 300 (Stambuk et al., 2013) 

Mytilus trossulus 20 21 20 300 (Thomas et al., 2007) 
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Mytilus sp.  15 23 (0.66 

V/cm)  

20 390 (Akcha et al., 2004) 

Nerita 

chamaeleon 

15 20 (cc.1 

V/cm) 

- 300 (Sarkar et al., 2015) 

Octopus vulgaris 40 25  30 - (Raimundo et al., 2010) 

Perna viridis 45 1 V/cm 30 300 (Siu et al., 2004) 

20 25 15 300 (Krishnakumar et al., 2006) 

Protothaca 

staminea 

20 21 20 300 (Thomas et al., 2007) 

Tapes 

semidecussatus 

30 25 25 300 (Hartl et al., 2006) 

Venerupis 

pullastra 

20 25 (0.83 

V/cm) 

20 300 (Fernandez-Tajes et al., 2011a) 

 

Tabell 2: Oversikt over tid for utkveiling, spenning, elektroforesetid og strøm i fisk. 

Tid for alkalin 

utkveiling (min) Spenning (V): 

Tid for elektroforese 

(min):  Strøm (mA): pH på elektroforesebuffer:  

Referanse:  

20 25 15 300 13 

(Kammann et al. 

2004) 

20 25 20 NA 13 

(Kammann et al. 

2000) 

20 25 15 300 >13 

(Kammann et al. 

2000) 

30 25 (0.96 V/cm) 25 300 13 

(Kilemade et al., 

2004) 

20 20 15 300 NA 

(Mamaca et al., 

2005) 

15 25 20 300 mellom 12 og 13 

(Amado et al., 

2006a) 

15 25 20 300 mellom 12 og 13 

(Amado et al., 

2006b) 

20 25 30 300 alkaline forhold 

(Shailaja et al., 

2006) 

20 25 20 NA >13 

(Isani et al., 

2009) 

25 25 25 300 >13 

(Katsumiti et al., 

2009)  

20 25 20 300 13..5 

(Della Torre et 

al., 2010) 

20 20 20 240 >13 

(Fasulo et al., 

2010) 

20 25 V (0.83 V/cm) 20 300 >13 

(Srut et al., 

2010) 

1.2 t 22 30 140 >13 

(Yang et al., 

2010) 

20 25 15 300 13 eller høyere 

(Negreiros, 

2011) 
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20 25 (0.83 V/cm) 20 300 >13 

(Srut et al., 

2011) 

30 25 (0.96 V/cm) 25 300 13 

(Shirani et al., 

2012) 

20 25 20 NA NA 

(Della Torre et 

al., 2013) 

40 20 24 300 >13 

(Evrard et al., 

2013) 

40 20 (0.6 V/cm) 24 300 >13 

(Laroche et al., 

2013) 

40 20 (0.6 V/cm) 24 300 >13 

(Dupuy et al., 

2014) 

plusminus20 25 (0.7 V/cm) 15 300 >13 

(Marques et al., 

2014) 

15 43 10 300 10 

(Pavlaki et al., 

2016) 

20 25 20 310 NA 

(Boehler et al., 

2017) 

15 23 (0.66 V/cm) 20 390 13 

(Burgeot et al., 

2017) 

5+35 20 20 eller 30 300 >13.2 

(Hylland et al., 

2017) 

20 15 25   

(Sahlmann et al., 

2017) 

10 20 (0.83 V/cm) 30 300 >13 

(Barreto et al., 

2019) 

20 25 25 300 NA 

(Lima et al., 

2019) 

 

Vedlegg B. Lysisforhold.  

Tabell 3: pH og tid i lysis i bløtdyr. 

Art:  pH:  Tid:  Referanse: 

Bathymodiolus azoricus 10 Over natten  (Pruski & Dixon, 2003) 

- - (Pruski & Dixon, 2007) 

10 Over natten (Dixon et al., 2004) 

Cerastoderma edule 10 1 t (Fernandez-Tajes et al., 

2011a) 

10 1 t (Dallas et al., 2013) 

- - (Pereira et al., 2011) 

Mytilus edulis  10 1 t (Rank et al., 2007) 

10 1 t (Mamaca et al., 2005) 

10 1 t (Al-Subiai et al., 2011) 

10 Over natten (Pruski & Dixon, 2003) 

10 >1 t (Shaw et al., 2004) 

10 90 min (Al-Shaeri et al., 2013) 

10 1 t (Tran et al., 2007) 
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- 1 t (Halldorsson et al., 

2004) 

- 90 min (Singh & Hartl, 2012) 

- 1 t (Emmanouil & 

Chipman, 2008) 

- 1 t (Martins et al., 2012) 

10 4 uker (Sahlmann et al., 2017) 

- 1 t (Lewis & Galloway, 

2009) 

10 1 t (Dallas et al., 2013) 

Mytilus galloprovinciallis 10 1 t (Alnajar et al., 2021) 

10 1 t (Laffon et al., 2006) 

10 >1.5 t (Kacar et al., 2016) 

10 1 t (Fernandez-Tajes et al., 

2011a) 

- - (Pereira et al., 2011) 

10  1 t (Regoli et al., 2004) 

10 1 t (Fernandez-Tajes et al., 

2011b) 

10 1 t (Frenzilli et al., 2004) 

10 1 t (Stambuk et al., 2013) 

Mytilus trossulus - 2 t (Thomas et al., 2007) 

Mytilus sp.  10 1 t (Akcha et al., 2004) 

Nerita chamaeleon 10 1 t (Sarkar et al., 2015) 

Octopus vulgaris - 1 t (Raimundo et al., 2010) 

Perna viridis 10  >=1 t (Siu et al., 2004) 

- 40 min (Krishnakumar et al., 

2006) 

Protothaca staminea - 2 t (Thomas et al., 2007) 

Tapes semidecussatus 10 1.5 t (Hartl et al., 2006) 

Venerupis pullastra 10  1 t (Fernandez-Tajes et al., 

2011a) 

 

Tabell 4: pH og tid i lysis i fisk.  

pH:  Tid:  Referanse:  

10 1 t (Kammann et al. 2004) 

10 1 t  (Kammann et al. 2000) 

10 1 t (Kammann et al. 2001)  

10 90 min (Kilemade et al., 2004) 

10 1 t (Mamaca et al., 2005) 

10 Over natten (Amado et al., 2006)  

10 >1 t (Amado et al., 2006)  

NA Over natten (Shailaja et al., 2006) 

10 Over natten (Isani et al., 2009) 

NA 1h, 8 C (Katsumiti et al., 2009)  

10 >2 t (Della Torre et al., 2010) 

NA 2 t (Fasulo et al., 2010) 
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10 1 t (Srut et al., 2010) 

10 1.5 t (Yang et al., 2010) 

10.0 - 10.5 2-3 t (Negreiros, 2011) 

10 1 t (Srut et al., 2011) 

10 90 min (Shirani et al., 2012) 

10 1 t (Della Torre et al., 2013) 

10 1 t (Evrard et al., 2013) 

10 1 t (Laroche et al., 2013) 

10 1 t (Dupuy et al., 2014) 

10 Over natten (Marques et al., 2014) 

10 2 t (Pavlaki et al., 2016) 

13 1.5 t (Boehler et al., 2017) 

10 1 t (Burgeot et al., 2017) 

10 10-26 dager (Hylland et al., 2017) 

10 4 uker (Sahlmann et al., 2017) 

10 1 t (Barreto et al., 2019) 

10 1 t (De brito Rodrigues et al., 2019) 

  (Lima et al., 2019) 

 

 

 


