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MG PAU

1. Tinh cip thiét caa luan an

Trong nghién ciru vé doc tinh caa kim loai Crom, da c6 nhiéu nghién
ctru duoc tién hanh bang nhiéu mé hinh dong vat khac nhau nhu: chudt, tho
va cac dong vat c6 vl bac cao khac. Tuy nhién, cho dén nay chua cé bt ky
nghién ciu nao thuc hién sir dung mé hinh ca ngya van (Danio rerio) dé
nghién ciru mot cach toan dién chi tiét vé sy anh huong cua cac nong do
Crom (VI) d6i véi sy phat trién cua loai nay. Dac biét, doc tinh Crom (V1)
anh hudng dén sy biéu hién cua cac gene lién quan dén apoptosis va khang
oxy hoéa cua ca ngua van. Sy thiéu hut thdng tin vé tac dong caa Crom (V1)
tac dong 1én su phat trién ca ngua van cd thé gay thiéu co so cho cac nghién
ctru vé doc tinh cua kim loai niang va tac dong cua ching dbi vai sirc khoe
con nguoi trong tuong lai.

Do d6, nghién ctru “Panh gia anh huong caa Crom (V1) 1én sy phéat
trién cua c& ngua van (Danio rerio)” da sir dung mé hinh ca ngua vin dé xac
dinh cac néng d6 Crom (V1) anh huong dén su phét trién cia ca ngua van &
céc giai doan khac nhau, bao gom giai doan phéi, giai doan 4u tring va giai
doan truéng thanh. Sy phan tich trong nghién ciru ndy bao gém viéc quan sét
va danh gia hinh thai, ciu trdc md, ty 1& séng, nhip tim ciing nhu danh gia su
thay doi biéu hién cua cac gene lién quan dén qua trinh apoptosis va khang
oxy héa.

2. Muc tiéu nghién ciru caa luan an

Muc tiéu caa nghién ctru nay Ia sir dung md hinh cé ngua van (Danio
rerio) dé danh gia tac dong ciia Crom (V1) Ién qua trinh phét trién cua ca
ngua van & cac giai doan khéac nhau, bao gém & giai doan phéi, 4u triing va
¢4 trudng thanh. Cac muc tiéu cu thé nhu sau:

- Panh gia duoc tic dong cua Crom (VI) ddi véi su phat trién cua ca
ngua van théng qua ty 1 song, nhip tim va chiéu dai au trang ca.



- Xac dinh dwoc su thay d6i biéu hién cua cac gene dap ing stress oxy
hoa va apoptosis, cling nhu thay doi trong ciu tric mot s6 ndi quan ¢ ca ngua
van khi tiép xtc vai Crom (VI).

3. Céac ndi dung nghién citu chinh caa luan an

- Panh gia tac dong ciia Crom (VI) dbi voi sy phat trién cua ca ngua
van & céac giai doan khac nhau, bao gdm giai doan phéi, giai doan 4u tring.
Dong thoi xac dinh ham lugng tich tu Crom (V1) trong qué trinh phat trién
clia ca ngua van.

- Panh gia sy ting hay giam biéu hién cac gene dap ing va cac gene
kiém soét ton thuong ctia ca ngua van khi tiép xdc vai Crom (V1).

- Panh gia su tac dong cua Crom (VI) dén cau trdc cac noi quan (rudt,
gan va budng tring) cua ca ngua van.

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan vé Crom (V1)

Phan nay gigi thiéu vé tinh chit va ung dung caa Crom trong hoat
dong san xuat cua con nguoi. Liét ké cac hudng nghién ciu vé doc tinh caa
Crom 1én dong vat thi nghiém.

1.2. Tong quan vé ca ngwa van (Danio rerio)

Phan nay gidi thiéu ngudn gdc va qua trinh phat trién caa c& ngua van.

1.3. C4c nghién ciu vé anh hwéng caa kim loai ning 1én ca ngwa
van

Phan nay liét k& cac nghién ciru trong va ngoai nudc trong viéc st
dung ca ngya van nhu md hinh thir nghiém doc tinh.

CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat ligu

2.1.1. Ca ngwa van (Danio rerio)

Cé ngua van nudi tai Vién Sinh hoc nhiét dsi duoc sir dung trong cac
thi nghiém. Ca duoc duy tri trong chu ky séng tdi (14 gio sang va 10 gio tdi),
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nhiét d6 nude duoc duy tri & mic 28 + 0.5°C. Ca dugc cho an 2 lan/ngay
bang artemia vao budi sng va thirc an vién cong nghiép vao budi chiéu.

2.1.2. Thiét bj va dung cu can thiét

Thiét bi va dung cu sir dung trong d¢ tai bao gom: may PCR, may
Realtime RT-PCR, can ki thuat, may do pH, hé thong dién di Western blot. ..

2.1.3. Méi trwong va hoa chat sir dung

Hoéa chit duoc sir dung trong dé tai bao gom: con, khang thé Western
blot, Potassium Dichromate, 2x gPCR SyGreen 1-Step Go Hi-ROX kit...

2.2. N9i dung va phwong phap nghién ctru

2.2.1. Pinh danh ca ngwa van

2.2.1.1. Phuwong phdp nghién ciru dic diém hinh thai

Trong nghién citu ndy, st dung phuong phap quan sat ghi nhan s6 liéu
trong nghién ctu két hop voi phuong phap so sanh, ddi chiéu véi céc tai ligu
da cong bd. Dung cu va thiét bi hd trg: May anh, thudc do (10cm).

2.2.1.2. Phuong phdp sinh hoc phan ti

Phuong phép nay giup xac dinh sy trong déng hoic do khac biét giira
trinh ty gene cua c4 ngua van (Danio rerio) va cac nhom ca khac trén
Genbank.

2.2.2 Phwong phdp nuéi, phéi va thu phdi ca ngea van

2.2.2.1. Chudn bj méi trwong nudi phdi 1x E3

Maéi truong 1x E3 duoc ding dé nudi phdi va au tring c& ngua van

Dé pha moi treong nudi phdi 1x E3, pha lodng 16,5 mL dung dich 50x
E3 trong 1000mL H>O. Thém 100pL Methylen Blue 1%.

2.2.2.2. Phéi ca

Phan nay gioi thiéu phuong phap phdi ca hiéu qua tai phong thi
nghiém.

2.2.2.3. Thu phoi
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Phan nay gi6i thiéu phuong phap thu phoi hiéu qua tai phong thi
nghiém.

2.2.3. Méi trwomg Crom (V1)

Potassium Dichromate (K2Cr,07 do tinh khiét N 99%) duoc mua tir
hang Merc ciia Ptrc. Dé chuan bi dung dich géc ¢ nong do 1000 pg/L duoc
diéu ché bang cach pha Postassium Dichromate véi dung dich 1xE3 duogc
pha & ndi dung 2.2.2.1, sau d6 pha lodng dung dich géc vé céc nong do: 0,1
uo/L; 1 pg/L; 3,125 pg/L; 6,25 pg/L; 12,5 pg/L; 25 pg/L; 50 pg/L va 100
ng/L dé str dung cho cac noi dung thi nghiém.

2.2.4. Pdnh gid sw anh hwéng cia Crom (V1) 18n si phét trién cia
phdi va du tring c& ngwa van

2.2.4.1. Xac dinh s anh hwong cua Crom (V1) 18n ty 1€ séng cua
phdi va du tring cé ngua van

Phoi c& ngua van sau mét gio thu tinh duoc cho tiép xtc véi dung dich
chtra Crom (V1) & céc ndng d6 lan luot 1a: 0,1 pg/L; 1 pg/L; 3,125 pg/L;
6,25 ng/L; 12,5 pg/L; 25 ng/L; 50 pg/L; 100 pg/L va moi truong 1x E3 lam
dbi chimng. G mdi nong do, nudi 50 phdi trong dia Petri 100mm. Mdi nong
d6 thi nghiém dugc lap lai 3 1an. Cach 24 gio thay méi truong maot lan, cac
phdi chét duoc loai bo dé khdng lam anh huong dén cac phdi song con lai.

Str dung kinh hién vi soi ndi dé quan sat va ghi nhan s phéi va au
trung chét, phéi na, phdi va au tring phat trién bat thuong. So lidu & ngay
thir 1 &én ngay thir 7 duoc ghi nhan. Dya vao s6 liéu da ghi nhan & cac ndng
d6 so sanh véi nhom dbi ching dé tinh ty 1 phéi va u tring séng sot & cac
nong d6 Crom (V1).

2.2.4.2. Xdc dinh sy dnh huong cia Crom (V1) 18n nhjp tim cia du
triing c& ngwa van

O ngay thir 3, ciu trac tim dwoc hoan thién, phéi ng thanh 4u tring va
dugc dua vé nhiét do phong dé on dinh trong 30 phit. Mdi nong do chon 10
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4u tring ngau nhién va quan sat dudi kinh hién vi soi néi dé ghi nhan lai nhip
tim mdi lan ¢ém nhip tim trong 15 giay lap lai 3 lan.

S6 liéu ¢ ngay thir 3 dén ngay thir 7 duoc ghi nhan. Dya vao sb liéu
d3 ghi nhan ¢ cac nong do so sanh véi nhém ddi chimg dé phan tich muc do
anh huong cia cac ndng dd Crom (V1) 1&n nhip tim 4u triing c& ngua van.

2.2.4.3. Xdc dinh sy anh huong cia Crom (V1) Ién chiéu dai co thé
du tring c& ngua van

O cac ngay lan luot 1a ngay thtr 3, ngay tha 4, ngay the 5, ngay thir 6
va ngay thir 7, mdi ndng do chon 10 4u tring ca ngiu nhién dé do chiéu dai
co thé. Sir dung may anh k¥ thuat s gan trén kinh hién vi sbi noi, au tring
ca ngua van duoc chup hinh 4u tring ca ngua van song song voi thudc ké.
Phan mém Image J 1.53¢ (Vién Y té Qudc gia, Bethesda, MD, Hoa Ky) duoc
str dung dé do chiéu dai co thé Au truing c& ngua van theo truc co thé.

Dua vao dit lidu di ghi nhan & cac nong d6 so sanh voi nhom dbi
chung dé phan tich mirc d6 anh hudng cua céc ndng dd Crom (V1) Ién chiéu
dai co thé 4u tring cé ngua van.

2.2.5. Ddnh gid sw thay déi biéu hién cdc gene ddp ing va cac gene
Kiém soét ton thuwong ciia ca ngwa van (Danio rerio) khi tiép xtc véi Crom
(V1)

2.2.5.1. Pdnh gid biéu hién mizc phién ma cac gene

RNA téng cua ca ngua van (Danio rerio) dugc tach bang kit E.Z.N.A.
®Total RNA Kit | (R6834-02, Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA).

Biéu hién muac do phién ma cua cac gene cdk4, cdk6, sod1, sod2, mt2,
gadd45a, gadd45g, caspase 3, bax, bcl2 dugc danh gid bang phuong phép
Realtime RT-PCR. Gene etef (eukaryotic translation elongation factor 1
alpha 1, like 1) duoc str dung dé 1am ddi ching. Gia tri C; cia mau duoc tinh
bang phuong phap 274ACt



Phuong phap 224¢ (Livak) (Real-time PCR Applications Guide —
Biorads) duoc &p dung dé danh gia mirc d6 biéu hién twong ddi sy biéu hién
gene.

Két qua nghién ctu nay 1a sy tang hay giam theo ty Ié cta gene dich
trong mau thi nghiém twong quan véi mau chuan va duoc chuan hoa theo su
biéu hién cua gene tham chiéu. Chuan hda sy biéu hién cua gene dich theo
gene tham chiéu bu dap cho nhiing khéc biét vé lugng mau. Trong nghién
ctru ndy, gene etef duoc sir dung 1am gene tham chiéu dé danh gia mirc do
biéu hién cua gene cdk4, cdk6, sod1, sod2, mt2, gadd45a, gadd45g, caspase
3, bax, bcl2.

Phuong phap Western Blot dé danh gia mtrc d6 biéu hién cua céc
protein lién quan dén chu ky té bao nhu Caspase 3, Bcl2 va Bax. Protein
Gapdh dugc st dung lam déi ching.

Két qua Western Blot trong nghién ciru nay duoc hién thi bang phuong
phéap hién phim sir dung kit AUTOMATIC X-RAY (873498, Fujifilm, Nhat
Ban). Cac vach protein phat huynh quang trén mang PVDF dugc hién thi am
ban trén phim. Phan mém ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
M) duogc ding dé do cuong do cac vach protein trong két qua hién phim

2.2.6. Pdnh gid ham lwong tich tu Crom (VI) trong co thé c& ngua
van (Danio rerio)

Cé ngya van truong thanh duoc nudi trong méi truong nhidm Crom
(VI) véi nong do lan luot 13 LCso va LCs 5.

MJi nong do nudi 300 con ¢ ngua van trudng thanh. O cac ngay lan
luot 1 ngay 5, ngay 10, ngay 15, ngay 20, ngay 30, str dung 50 c& ngya van
truong thanh & mdi nong d6 mang phan tich. Pdi chimg 1a ca ngua van
truong thanh khdng tiép xtc vai Crom (VI). Mau c& ngya van dugc giri cong
ty TNHH phan tich kiém nghiém Viét Tin phan tich.
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Ham Iugng Crom (VI) tich tu trong co thé ¢ ngya van qua cac ngay:
ngay tha 5, ngay tha 10, ngay tha 15, ngay thir 20, ngay tha 30 so sanh vaéi
dbi chung 1a ca ngya van khéng tiép xtc véi Crom (VI).

2.2.7. Pdnh gid sw anh huwong Crom (V1) Ién cdu tric ngi quan
(rudt, gan va buéng trieng)(Danio rerio)

Dé danh gia anh huong caa Crom (V1) I1én cau tric mot sé ndi quan,
ca ngua van ¢ cac nhém thi nghiém xu ly Crom (V1) véi ndng do LCso tai
cac thoi diém ngay thu 5, ngay tht 10, ngay tha 20, ngay thir 30 va nhém
dbi chimg duoc thu nhan va cb dinh trong paraformaldehyde. Cac mau nay
duoc gui dén Pai hoc Y duoc thanh phé H6 Chi Minh dé thuc hién ct 14t
md. C4c mau mo noi quan ca dugc nhudém véi HE (Hematoxylin and Eosin)
va quan sat dudi kinh hién vi quang hoc & cac 6 phong dai khac nhau.

Danh gia cac bién d6i hodc thay ddi cau tric xay ra trong mau nhu
hinh dang, kich thuéc, to chirc t& bao va cac bién ddi cau tric khac co thé
duoc ghi nhan va danh gia.

2.2.8. Phwong phdp thong ké

Trong nghién cau nay, cac thi nghiém duoc tién hanh 1ap lai 03 1an va
cac két qua thi nghiém duoc trinh bay ¢ dang ¥ + SD. Sir dung phan mém
Sigma Plot cua SYSTAT Software (M¥) dé xir Iy két qua thi nghiém va théng
qua phan tich ANOVA dé danh gia su khac biét giira cac nghiém thuc p <
0,05.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Pinh danh ca ngua vin (Danio rerio)
Cé ngya van c6 05 soc mau
chay doc theo than tir sau dau dén

cubi tia vay dudi. Khi quan sat hinh

dang co thé ¢4, chung ta thay co su
khéc biét gitta c4 duc vaca cai. C& g
duc thudng 6 than minh mong hon,

trong khi d6, ca cai thuong c6 than

minh day hon dac biét trong giai —
Hinh 3.1. Hinh mé ta hinh dang
L ) o cé ngua van dyc va cai

to rd rét do dung trang. Trén vay (A: Ca ngua van dyc, B: Ca ngua
hau mén cd soc rd rét, cd 10-12 tia van céi)

doan mang thai thi bung cé céai phin

vay. Ca khong c6 duong bén, &

miéng ca c6 rau nho. Ca truong thanh cé chiéu dai 3,82 + 0,08 cm. Cac dic
diém nay gilp phan biét gitra ca duc va ca cai trong loai ca va thuong co vai
tro quan trong trong qua trinh sinh san va giao phéi ching.

Cau trdc phdi trong sudt, khdi noan hoang déu dic va vi tri nam gitra,
dong sinh chit chay déu trong phéi. Phéi c6 dudng kinh 45 + 0,5 pM. Cac
co quan: mét, tai ngoai, tim, co, sic t6, nodn hoang va tuin hoan mau trong
co thé ca dugc quan st va ghi nhan & ngay thu 7.

Két qua dién di PCR cho thay san phan khuéch dai ciia 2 gene
cytochrome b va cytochrome ¢ c6 kich thudc lan lugt 1a 1141 bp va 712 bp.
Két qua so sanh vai trinh tu cytochrome b caa c& ngua van trong thi nghiém
véi trinh tu cytochrome b cua c& ngua van trén ngan hang gene (NC002333)
c6 mirc d6 twong ddng 16n hon 99%. Ngoai ra két qua phan tich twong dong
cho thdy c& ngua van trong nghién ciru ndy va ca ngya van trong ngan hang
gene c6 mirc do tuong dong ddi vai gene cytochrome ¢ 16n hon 99%.



Két qua phan tich cay phat sinh loai cho thdy mau c& ngua van sir dung
trong thi nghiém nay nam cting nhdém véi ca ngya van trén ngan hang gene
(Danio rerio).

3.2. Anh huéng ciaa Crom (V1) 1én su phéat trién caa phéi va au
tring c& ngwa van (Danio rerio)

3.2.1. Anh hwéng cia Crom (VI) 1én ty 1& séng caa phoi va au
tring c& ngwa van (Danio rerio)

Két qua nghién ctu hién tai . ‘
chothday Crom (VI) 25 ug/L lanéng ~ w B

d6 cao nhat ma phdi canguavancd — <v Nt

thé phat trién dén ngay tha 7 co y  5° 77

nghia quan trong trong viéc hiéu

duoc cach Crom (VI) anh huoéng

dén su phét trién cua loai ca nay. Su Nt N2 NS Neyd NS ey N7

tri hodn trong qué trinh ng caa phoi ~ Hinh 3.2. Thé hién ty 1€ % phoi
ca ngua van khi tiép xdc vai Crom song & cac nong d¢ Crom (V1)
(V1) & ngudng nong do 25 pg/L dén

ngay thtr 5 ciing 1a mot phét hién quan trong. Diéu nay cho thdy Crom (VI)
khong chi anh huong dén ty 1 sbng cua phdi va Au tring ca ngua van ma con
tac dong dén thoi gian phat trién, anh huong dén sy tri hodn trong qué trinh
nay.

Céc di tat do Crom (V1) gay ra thuong thay nhu: ton thuong & cot song
va hé théng xwong ctia 4u tring c& ngua van. Pay ciing 1a nguyén nhan giy
giam ty 1¢ séng cua phoi va 4u trng ca ngua van.

Céc két qua nay cung cép thong tin co ban vé cach Crom (V1) ¢6 thé
tac dong lén sy phat trién cua c& ngua van ¢ giai doan phdi va au tring va
day 1a nén tang cho viéc nghién ciru va thuc hién cac bién phap bao vé moi
truong va hé sinh thai trong méi truong nudc bi 6 nhiém Crom (V1)
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3.2.2. Anh hwéng cia Crom (VI) dén chiéu dai co thé 4u tring ca
ngwa van (Danio rerio)

Kich thuéc co thé cua au o o
trling c4 ngua van duoc danh giakhi = _—

ching tiép xtic vai cac ndng d6 khéc %ﬂ - .
nhau ciaa Crom (VI) (0,1 pg/L; 1 : *
pg/L; 3,125 pg/L; 6,25 pg/L; 12,5
Mg/l va 25 pg/L). Két qua thi  Hinh 3.3. Anh huéng cia Crom
nghiém thé hién 6 Hinh 3.3chothdy (V1) Ién chiéu dai co thé Au triing
cac nong d6 Crom (VI) cao da gay C& ngya van.

ra su giam kich thudc co thé 4u

2900

Chiu dai co th

2800
2700
Ngiay3 Ngiy4 Ngay5S Ngay6 Ngiy7

triing c& ngua van.

Trong nhom d6i chtng, chiéu dai co thé 4u tring ¢ ngua van ting tir
2982 um 1én 3461 pm theo thoi gian tir ngay thi 3 dén ngay tha 7. Trong
qua trinh phat trién, 4u tring & ndng d6 Crom (V1) tir 0,1 pg/L dén 12,5 pg/L
c6 chiéu dai co thé ngan hon so voi nhém déi ching. Su cham né cua phoi
& ndng d6 Crom (V1) 25 pg/L dan dén sy ting truong thip cua au tring ca
ngua van tir ngay thir 5 dén ngay tha 7, voi kich thudc thay doi tir 2898 pum
dén 2996 um. Nhing két qua nay cho thiy su gia ting nong d6 Crom (V1)
da gy ra muc do we ché dang ké cho sy phat trién cua 4u tring ca ngua van.

Nhiing thay di vé kich thudc phéi dan dén sy bit thuong trong qua
trinh no. Trong nghién ctu hién tai, viéc gia ting nong do Crom (VI) da tac
dong dén kich thudc co thé au tring c& ngya van, cu thé Ia 1am giam chiéu
dai tring c& ngya van tir ngay thir 3 dén ngay thir 7. Dac biét su giam kich
thudc rd rét nhat dugc quan sat thay xay ra & nhém tiép xtc Crom (V1) 25
ug/L.

3.2.3. Anh hwéng ciia Crom (VI) dén nhip tim 4u trung ca nguwa



[3XY
[XY

Két qua tir Hinh 3.4 cho 0
thdy, nhip tim ciia au tring ca
ngua van bi tic dong boi nong
dd Crom (V1) trong cdc nhém thi

nghiém & cac ngay khac nhau. Neivd Neivd NedyS Nely 6 N7
G naav thit 3. di quan sat Hinh 3.4. Anh huéng cua crom

) gay 44 q ) (V1) 1én nhip tim au trung cé ngua
thay su tang nhip tim khi au van.

Nhip tim 4u tring cé (nhip/phit)

tring c& ngua van tiép xic voi

Crom (V1) & cac nong d khac nhau so véi nhom dbi ching. Nhip tim ting
tir 2 dén 89 nhip/phdt & cac nong dd Crom (V1) tir 0,1 pg/L dén 25 pg/L so
v6i nhom dbi chang, su khac biét nay co y nghia vé mat théng ké (p < 0,05).

Tur ngay thir 3 d&én ngay thar 7, nhip tim trung binh cua 4u tring cé
ngua van tiép tuc ting theo néng d6 Crom (VI) twrong tu nhu ngay thir 3.
Nhip tim cta 4u tring c& ngua van tang tir 33 nhip/phut dén 193,6 nhip/phiit,
& cac nong do Crom (V1) tir 0,1 pg/L dén 25 pg/L so véi nhom ddi ching,
su khac biét nay c6 ¥ nghia vé miat thong ké (p < 0,05).

T két qua cho thdy, au tring c& ngua van tiép xdc Crom (V1) ngay tir
giai doan phéi, Crom (VI) da x4m nhap vao cac cau tric bén trong phoi va
tich ity trong cic ndi quan cua au tring ca ngua van. Crom (VI) duoc van
chuyén dén cic co quan, tich liiy va gy réi loan hoat dong cac co quan, trong
d6 co tim.

Sau khi thoét nang, au triing ca ngua van hap thu Crom (V1) tryc tiép
gua mang, qua da, qua miéng dan t&i ham lwgng Crom (V1) xdm nhap vao
co thé Au tring c4 ngiy cang ting giy cang thang cho su phat trién cua 4u
trung va lam tang nhip tim cuaa ching.

3.3. Crom (VI) anh hwéng dén sw thay ddi biéu hién cac gene dap
¥ng va cé&c gene kiém soat tén thwong 1én sy phat trién ciia ca ngwa van
(Danio rerio)
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3.3.1. Gene gadd45a va gadd45g

O ngay thtr 3, su biéu hién cua gene gadd45a giam manh ¢ tat ca cac
nhom thi nghiém khi tiép xtc véi Crom (VI1). Sy biéu hién cua gene nay tiép
tuc duy tri & muc thip & ngay tha 5 va ngay tha 7 va khdng co su khac biét
giita cac nhom thi nghiém. Diéu nay ching to rang Crom (VI) di gay anh
hudng dén biéu hién cia gene gadd45a trong thoi gian thir nghiém.

Két qua nghién ciu cho thiy
nong d6 Crom (VI) cang cao di anh
hudng xau dén biéu hién gene gadd45a
gay ra sy giam biéu hién caa gene nay.
Su giam biéu hién nay do sy anh huong
ciia Crom (VI) dén qua trinh diéu tiét
gene cua té bao, dan dén giam di sy
phan tng cua té bao trudce sy tén thuong
gene va kha ning stra chita tén thuong
do Crom (V1) gay ra. Két qua phan tich
Real time RT-PCR (Hinh 3.5 B) cho
thay su biéu hién mRNA cua gene
gadd45g khdng c6 su khac biét gitra cac
nhém thi nghiém va nhom déi ching.

0
B I I I I I
. I I I I I
0o - . .

0.1 gl 1pgll I2Spgl.  625pgl 25

6 biéu hign mRNA theo ETEF >

Mire

Ngiy 3 N s Now 7

iic 43 biéu hign mRNA theo ETEF &

M

Hinh 3.5. Muc d6 biéu hién
mRNA cua gene gadd45a va
gadd45g theo etef
(A- gene gadd45a, B- gene
gadd45g)

O ngay thtr 3, su biéu hién mRNA cua gene gadd45g da ting & tat ca
cac nhom thi nghiém trong qua trinh tiép xdc véi Crom (VI). Su tang biéu
hién nay 1a mot phan tng cia té bao trude tac dong cua Crom (V1) va lién
quan dén viéc té bao phan ung véi su ton thuong do Crom (VI) gay ra.

O ngay thir 5, sy biéu hién caa gene gadd45g tiép tuc ting so vdi ngay
thir 3 ¢ tat ca cac nhom thi nghiém, nhung khong c6 su khéc biét dang ké
gitta cac nhom thi nghiém. Didu nay ching t6 riang tac dong cua Crom (V1)
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van tiép tuc gy ton thuong va gene gadd45g van duoc kich hoat dé chéng
lai ton thuong do Crom (VI) giy ra.

Tuy nhién, su khéc biét trong biéu hién mRNA cua gene gadd45g giira
cac nhom thi nghiém va nhom déi chiing thé hién ré ¢ ngay tha 7. O ngay
thar 7, su biéu hién mRNA cua gene nay giam so véi ngay 5 ¢ cac nhom thi
nghiém, trong khi d6 cac nhém thi nghiém xir ly Crom (V1) nhan thay su
tang manh trong biéu hién caa gene nay.

3.3.2. Gene sod1 va sod2

O ngay thir 3, sy biéu hién
mRNA cua gene sod1 giam ¢ nong
dd Crom (V1) 0,1 pg/L so vGi nhom
dbi chang. Tuy nhién, ¢ cac nong do
Crom (VI) cao hon (1 pg/L; 3,125 £ e e e e
Mg/L; 6,25 pg/L va 25 pg/L) khéng
c6 su khéc biét dang ké trong biéu
hién mRNA cua gene nay. O Ngay
thar 5, su biéu hién mRNA cua gene

White & bidu i mRNA theo ETEF

Hinh 3.6. Anh huéng cua Crom

. (V1) 1én su biéu hién phién ma
sodl tang manh ¢ nong do Crom  cisa gen sod1 (A) va sod2 (B) trén
(V1) 6,25 pg/L va 25 pg/L, trong khi phdi ca ngya van

cac nhém con lai khéng c6 su khac

biét dang ké trong biéu hién mRNA cua gene nay. Mic du vay, su biéu hién
mRNA ciia gene sod1 ting manh & nong d6 Crom (V1) 6,25 pg/L va 25 pg/L
& ngay thir 5 lai giam manh ¢ ngay thir 7, trong khi d6 cac nhom con lai déu
nhan thay su tang biéu hién cua gene nay & ngay thir 7. Két qua nay cho thay
rang Crom (VI) c6 tac dong biéu hién cua gene sod1 & mét sé nong do va
thoi diém khéc nhau. Sy biéu hién caa gene sod1 c6 thé duoc ting 1én hoic
giam xudng tly thudc vao ndng do Crom (V1) va thoi gian tiép xdc.
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O ngay tha 3, sy biéu hién mRNA cutia gene sod2 déu giam & tat ca cac
nhém thi nghiém so voi nhom ddi ching. Tuy nhién, khéng cé sy khac biét
trong biéu hién cua gene nay giira cac nhom thi nghiém.

O ngay thir 5, cho thay sy biéu hién cua gene nay ting so vai ngay thir
3. Trong d6, su biéu hién mMRNA cua gene sod2 cua nong do Crom (V1) 6,25
ng/L va 25 ug/L cao hon 3 nhoém thi nghiém con lai.

Sy khéc biét trong biéu hién mRNA cua gene sod2 gitra cac nhom thi
nghiém va nhém déi chung thé hién rd & ngay thir 7. O ngay tha 7, su biéu
hién mRNA cuia gene sod2 tang so véi cac nhém thi nghiém ¢ ngay tha 5 trir
nong d6 Crom (V1) 6,25 ug/L.

Két qua nay cho thay rang Crom (VI) c6 tac dong biéu hien mRNA
cuia gene sod2 & cac nong do va thoi diém khac nhau. Su biéu hien mRNA
ctia gene sod2 c6 thé tang 1én & mot s6 nong do Crom (VI) va giam xudng &
céc nong do khac va didu ndy cd thé lién quan dén cach Crom (VI) tac dong
dén qua trinh diéu tiét cua gene nay trong té bao.

3.3.3. Gene mt2

O ngay thir 5, sy biéu hién
mRNA cua gene mt2 déu ting & cac

RNA theo ETEF

nhom thi nghiém, nhung khong co su
khéc biét trong biéu hien mRNA cua

0 - — - - —

0,1 pg/l Tpgl  3028pgl 625pgl 25pg/l

Mire d bi¢u hign m

gene mt2 trong cac nhém thi nghiém.
SI:I ting bieu hignndy cé thé lienquan | b a7 Aop huéng cia Crom
dén mot phan ung tu bao vé cia co (V1) Ién sy biéu hién phién ma
thé AU tring cA ngua vin dé chéng lai  Cua gen mt2 trén phoi ca ngya van
su tac dong cua Crom (VI) da xam

nhap vao co thé 4u tring c& ngua van tir ngay thir 3. Gene mt2 duoc kich
hoat dé tham gia vao qua trinh loai bo hoic kiém soat doc tinh ciia Crom (V1)
trong co thé au tring c& ngua van.
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O ngay thir 7, su biéu hién mRNA ctia gene mt2 tang so voi ngay thir
5 va c6 su khéc biét trong biéu hién mRNA cuia gene mt2 gitra cac nhom thi
nghiém va nhom dbi chimg. Biéu nay ching to rang Crom (V1) ¢6 anh husng
dén biéu hién mRNA cua gene mt2 sau mét thoi gian tiép x(c va sy ting biéu
hién nay c6 thé dong vai trd quan trong trong co ché tu bao vé cua co thé dé
chdng lai doc tinh cua Crom (VI).

Két qua nay cho thay, gene mt2 dong vai trd quan trong trong qua trinh
bao vé co thé Au tring ca ngya van chdng lai doc tinh caa Crom (VI) gay ra
va biéu hién cuia gene nay ting theo thoi gian va dudi sy anh hudéng cia ndng
d6 Crom (VI). Gene mt2 dong vai trd quan trong trong viéc bao vé co thé 4u
tring ca ngua van chéng lai sy tac dong cd hai caa Crom (V1) va bao vé co
thé khoi anh huong cua kim loai nay.

3.3.4. Biéu hién phién ma ciia cdc gene lién quan dén chu ky té bao,
trc ché oxy hda va qué trinh apoptosis

Caspase 3 Bei2 Bax Caspase 3 Bel2 Bax

Hinh 3.8. Sy biéu hién phién ma cac gene lién quan dén chu trinh té
bao (cdk4 va cdk6), khang oxy hoéa (sodl va sod2) va apoptosis (caspase 3,
bcl2, bax).

Két qua da chiing minh rang, sau khi tiép xdc véi Crom (V1) & nong
d6 bang hodc cao hon 1 pg/L (Hinh 3.7), su biéu hién cua cac ban phién ma
cdk4 giam khi so sanh véi nhém ddi ching. Tuy nhién, tat ca cac nhém thi
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nghiém tiép xtc véi Crom (VI) déu cho thay biéu hién cdk4 thap hon so véi
nhom ddi ching ¢ ngay thir 3. Twong tu, biéu hién cia cdk6 ciing giam rd
rét & nhitng nhém thi nghiém tiép xtc véi Crom (V1) ¢ cac nong do 12,5
pg/L crom va 25 pg/L & ngay thir 1. Tuy nhién, ¢ ngay thir 3, da c6 su phuc
héi trong biéu hién cdk6 trong cac nhdm nay. Cac nhém thi nghiém tiép xtc
v6i Crom (VI) ciing cho thay biéu hién cua cdk4 thap hon so v6i nhom doi
chting ¢ ngay thur 3.

Céc nhém thi nghiém tiép xtc véi Crom (V1) c6 mirc d6 biéu hién cua
sod1 di tang l1én & ngay thir 3 sau khi bién hién giam vao ngay the 1. Biéu
hién phién ma sod2 ¢ cac nhém thi nghiép tiép xtc véi Crom (V1) lai thap
hon so v6i nthdm ching ¢ ngay thir 1 va ngay thir 3.

Ky thuat Real-time RT-PCR ciing di cho thiy rang biéu hién phién
ma cua caspase 3 va bax ting 1én & phoi ca ngua van tiép xtc véi Crom (V1)
vao ngay tha 1 (Hinh 3.8 C). Tuy nhién, khdng c6 su khac biét dang ké vé
biéu hién phién ma ciia bel2 gitra nhém dbi ching va cac nhom tiép xdc voi
Crom (VI). Su tang biéu hién cua caspase 3 va bax ¢ phoi c& ngua van da
tiép xtc voi Crom (V1) trong 3 ngay va su diéu chinh giam biéu hién cua
bcl2 ciing dugc xac dinh trong céc phdi nay (Hinh 3.8 D).

3.3.5. Anh hwéng ciza Crom (V1) I&n su biéu hién mgt sé gene lién
quan dén apoptosis va khang oxy héa trén ca ngua van

Két qua phan tich cho thiy phdi ca ngua van & ngay thir 1 (Hinh 3.9)
& nhom nong do Crom (VI) 0.1pg/L biéu hién ting Bax so voi nhéom doi
chang, biéu hién tang nay tiép tuc nhan thay & néng do Crom (V1) 1ug/L,
nong d6 Crom (V1) 3,125ug/L va nong do Crom (V1) 6,25ug/L. Sy biéu hién
cua protein nay khong c6 su khac biét vé mat thong ké dbi chirng va nong do
Crom (VI) 0,1ug/L. Hon nita trong ngay tha 1, sy biéu hién trong mot s6
protein lién quan dén qué trinh apoptosis ciing dugc danh gia bang phuong
phép Western blot.
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Phuong phap Western blot dugc &p dung dé phan tich su biéu hién caa
protein Caspase 3 giita cac nhom thi nghiém. Két qua phan tich cho thay phoi
ca ¢ ngay thir 1 (hinh 3.9 A) cho thay & ndng 6 Crom (V1) 0,1 pg/L biéu
hién tang Caspase 3 s0 Vi nhom ddi ching, biéu hién ting nay tiép tuc nhan
thiy ¢ nong do Crom (VI) 1 pg/L va 3,125 pg/L. Sy biéu hién caa protein
nay khong co6 su khéac biét vé mat théng ké nong d6 Crom (VI) lan luot la
0,1 pg/L, 1 pg/L va 3,125 pg/L. Su biéu hién cua protein Caspase 3 trong
phdi c& & ndng d6 6,25ug/L c6 xu hudng giam so vai cac nhom thi nghiém,
tuy nhién van cao hon so voi nhom déi chimg. Hon nira trong Ngay thir 1,
su biéu hién trong mét s6 protein lién quan dén sy chét theo chuong trinh
cling duoc danh gia bang phuong phap Western blot.

A Ngay 1
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Hinh 3.9. Sy biéu hién cua cac protein lién quan dén qué trinh apoptosis
theo Gapdh & ngay thar 1 va ngay thir 3. A: ngay thir 1; B: ngay tha 3.

Phuong phap western blot duoc ap dung dé phan tich sy biéu hién cua
protein Bax giira cAc nhdm thi nghiém. Két qua phan tich cho thay phdi ca &
ngay thir 3 (hinh 3.8 B) & nhém ndng do Crom (V1) 0,1 pg/L biéu hién ting
Bax so v&i nhom ddi ching, biéu hién ting nay tiép tuc nhan thiy ¢ nhém
nong d6 Crom (V1) 1 pg/L, nhém ndng d6 Crom (V1) 3,125 pg/L va nhém
nong d6 Crom (VI) 6,25 pg/L. Su biéu hién cua protein nay khdng co su
khéc biét vé mat thdng ké nhém ndéng do Crom (VI) 1 pg/L va nhém nong
d6 Crom (V1) 6,25 ug/L. Hon nita trong ngay th 3, sy biéu hién trong mot
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s6 protein lién quan dén sy chét theo chuong trinh ciing duoc danh gia bang
phuong phap Western blot.

Phuong phap Western blot dugc &p dung dé phan tich su biéu hién caa
protein Bcl2 gitta cac nhdm thi nghiém. Két qua phan tich cho thay phdi ca
& ngay 3 (Hinh 3.8 B) cho thay & nhém ndng d6 Crom (V1) 0.1 pg/L va nhém
ddi chtng sy biéu hién caa protein nay khong c6 su khéc biét vé mit thong
ké, biéu hién ting nhan thay & nhém ndng d6 Crom (VI) 1 pg/L, nhém nong
d6 Crom (V1) 3.125 pg/L va nhém ndong &6 Crom (V1) 6.25 pg/L so véi ddi
chung. Hon nita trong ngay thir 3, sy biéu hién trong mét sé protein lién quan
dén sy chét theo chwong trinh ciing duoc danh gia bang phuong phap
Western blot.

Phuong phap western blot duoc ap dung dé phan tich sy biéu hién cua
protein caspase 3 giira cac nhom thi nghiém. Két qua phan tich cho thay phéi
ca & ngay 3 (hinh 3.8 B) cho thiy nhém ndng d6 Crom (V1) 0,1 pg/L va
nhom dbi chimng su biéu hién caa protein nay khong cé su khéc biét vé mit
thdng ké, nhdm ndong do Crom (V1) 1 pg/L biéu hién ting Caspase 3 so voi
nhom d6i ching, biéu hién ting nay tiép tuc nhan thdy nhém nong d6 Crom
(V1) 3,125 pg/L va nhém ndng dd Crom (V1) 6,25 pg/L. Su biéu hién cua
protein Caspase 3 trong phdi c& & nhém ndng d6 Crom (V1) 6,25 pg/L cd xu
hudng tang manh so véi cac nhom thi nghiém. Hon nira trong ngay thi 3, su
biéu hién trong mot sé protein lién quan dén sy chét theo chuong trinh ciing
dugc danh gia bang phuong phap western blot.

3.4. Anh hwéng ciia Crom (V1) Ién sy phat trién cia ca ngua vin
truéng thanh

3.4.1. Sw tich tu Crom (VI) trong co thé c4 ngua vin (Danio rerio)
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Ham lugng Crom (V1) tich tu
trong co thé c& ngua van trong hai
nhom thi nghiém dugc tinh todn va
thé hién ¢ Hinh 3.10. Két qua ching
minh rang ca nguwa van tiép xdc cang

Ham lugng crom (V1) tich ty

nC Ds D10 Do D3

lau trong moi truong nudc cd chua

Crom (VI) thi ham luong Crom (V1) ~ Hinh 3.10. Ham lugng Crom (V1)
tich tu trong co thé ca ngya van

tich tu trong toan b6 co thé ca ngua truong thanh

van ngay cang ting.

Nhom thi nghiém thi nhat: O cing nong do LCso, két qua phan tich
cho thdy ham Iuong tich tu Crom (VI) ting theo thoi gian, vai mic cao nhat
do dugc & ngay 30 (23,9+1,0 mg/kg), ham luong Crom (VI) nay cao gap 4
1an so véi ngay 5 (6,1+0,4 mg/kg), cao gip 2.5 1an so véi ngay 10 (9,3+0,6
mg/kg) va cao gap 1,5 1an so véi ngay 20 (17+0,8 mg/kg). Trong nhom doi
chung ty 18 Crom (VI) tich lily trong co thé ¢4 1a 0%, chiing t6 lwgng Crom
(V1) khéng tich ty trong co thé ca ngua van.

Nhom thi nghiém tht hai: O cing nong d LCes, lugng Crom (V1)
tich tu & ngay 5, ngay 10 va ngay 20 lan luot 1a 1,7+0,1mg/kg; 2,5+0,1
mg/kg; 3,7+0,0 mg/kg. Tuy nhién khdng c6 su khac biét théng ké giira cac
nghiém thue trén. Két qua phan tich cho thdy ham lugng tich tu Crom (V1)
tang theo thoi gian tiép xdc cao nhit & ngay 30 (10,1+0,9 mg/kg) va cao gap
5,9 lan so véi ngay 5 (1,7£0,1mg/kg), cao gap 4,1 lan so véi ngay 10 (2,5+0,1
mg/kg) va cao gap 2,7 1an so véi ngay 20 (3,7+0,0 mg/kg). Do véi 16 doi
chang ty 1¢ 12 0%, ching to lwgng Crom (V1) khéng tich tu trong co thé ca
ngua van.

3.4.2. Pdnh gid dnh hwéng cia Crom (V1) Ién cdu tric mé c& nguwa
van (Danio rerio)
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Két qua cat 1at mo ruot Hinh
3.11 duogc quan sat dudi kinh hién
vi cho thiy ciu trdc mo rudt cua ca
ngua van c6 sy thay ddi nhu cac
16ng nhung ting theo thoi gian tiép A o &
xtc v6i Crom (VI) 6 ndng dd LCso.  Hinh 3.11. Hinh cét Iop mo rudt
O ngay 5 dén ngay 20 (Hinh 3.11 ca ngua van
B, 3.10 C, 3.11 D) I6ng nhung tang
so véi nhom dbi chung va day dac
nhat & ngay 30 (Hinh 3.11 F). Ngoai
ra, cac mdé md trong mo rudt giam
theo thoi gian tiép xdc véi Crom 7Y
(VI). R -

Két qua cit 1t mo budng Htl)nh 3.12. Hinh cit I6p mo

udng trimg ca ngya van

trang (Hinh 3.12) duoc quan sat
bang kinh hién vi cho thay cau triic
mo budng tring ca ngua van cé sy thay doi khi tiép xuc véi Crom (V1) &
nong do LDso, Thoi gian tiép xdc cang lau thi ty l¢ cac hat lipid cang giam.
O ngay 5 dén ngay 30 ty 1é cac hat lipid giam déu so v6i nhém ddi ching.

Két qua cat 1at md gan (Hinh
3.13) duogc quan sét bang kinh hién
vi cho thay cau tric md gan c& ngua

van c6 su thay doi khi tiép xdc véi
Crom (V1) & ndng d6 LDso. O ngay
5 dén ngay 30 xuat hién cac 6 viém

; Hinh 3.13. Hinh cat 16p mo gan
va 0 viém cang nang theo thoi gian Ca ngua van

tiép xtc véi Crom (VI).
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan

Anh huong cua Crom (V1) 18n su phét trién cua ca ngua van bao gom
ty 1é song cua phoi, nhip tim, ham lugng Crom (VI) tich ty trong co thé ¢4,
su tac dong cua Crom (V1) 1én cau trdc noi quan, ciing nhu su thay doi biéu
hién cac gene lién quan dén qua trinh stress oxy hda va apoptosis dugc thé
hién cu thé nhu sau:

Theo két qua nghién ctru, déi vai viéc tiép xdc vai Crom (V1) & nong
d6 thap (0,1 pg/L va 1 pg/L), khong c6 tac dong dang ké nao anh hudng dén
su sbéng s6t cua phdi trong sudt qué trinh phét trién phoi. Tuy nhién, viéc tiép
xuc véi Crom (V1) & ndng do cao hon (3,125 pg/L) da lam giam ty Ié song
ctia phdi c& ngua van tir ngay thir 1 dén ngay tha 7. Nhitng phat hién nay gop
phan hiéu biét cua ching ta vé cach Crom (V1) anh hudéng dén sy phat trién
ctia phoi va au tring ca ngua van. Tai nong d6 Crom (V1) 25 pg/L 1a ndng
dd cao nhat ma phdi c& ngua van c6 thé phat trién (dén ngay tha 7). Tiép xdc
Crom (V1) & ndng do thap hon, qua trinh nd cua phdi dién ra vao ngay thir
3, trong khi qué trinh ng ciia phéi & nong do 25 pg/L vao ngay thi 5. Su gia
tang nong d6 Crom (VI) c6 lién quan dén viéc giam chiéu dai co thé cua 4u
triing c& ngua van tir ngay thir 3 dén ngay thir 7; didu nay dic biét xay ra &
nong d6 Crom (V1) 25 pg/L. Két qua nay cho thay nong d6 Crom (V1) cao
gay ra su tri hodn trong qua trinh né phdi cia ca ngya van. Ngoai ra, nhip
tim ting rd rét da dwoc quan sét thay khi phoi nhiém véi Crom (VI), dac biét
14 & nong do cao.

Viéc tiép xdc vai Crom (VI) trong thoi ngin hodc dai lam thay doi
biéu hién cua mot sé gene lién quan dén qua trinh apoptosis va cac gene dap
ting khang oxy héa. Nhiing két qua cho thiy rang viéc tiép xuc véi Crom
(VI) 1am thay doi c4c biéu hién phién ma, diéu ndy pha v& hé thong chdong
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oxy hoa trong au tring ca ngua van. Crom (V1) 1am suy yéu cac biéu hién
phién ma, do d6 din dén su cham phét trién cia phdi ca ngua van. Cac phan
tich Realtime RT-PCR va Western blot d& chtng minh rang viéc tiép xuc véi
Crom (VI) gay ra su diéu chinh ting ctia Caspase 3 va Bax, va sy diéu chinh
giam Bcl2. Ngoai ra, phdi tiép xtc véi Crom (VI) cho thay qua trinh diéu
hoa ting Bax va diéu hoa giam Bcl2. Nhiing két qua nay chi ra rang su gia
tang qua trinh apoptosis xay ra & phoi va au tring khi tiép xdc véi Crom (V1),
chinh diéu nay da lam giam sy phét trién cua ching.

Cé ngya van tiép xtc véi Crom (V1) c6 kha nang tich tu Crom (V1)
trong co thé va ting theo thoi gian tiép xuc. Su tich tu Crom (VI) trong co
thé ca ngua van gy anh huong dén cau tric noi quan dan dén viém gan, ting
I6ng nhung trong rudt 1am cho 16ng nhung tré nén day dic hon va giam céc
hat lipid trong mé budng trang.

Kién nghi

Phan tich su biéu hién cac gene lién quan dén qua trinh apoptosis va
khang oxy hoa trén ca ngua van (Danio rerio) truéng thanh.

Danh gia Crom (VI) 1én cau trc va chirc ning mo khac nhu than, tinh
hoang.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Nhitng dong gop maéi caa luan &n bao gom:

- Nghién ctru nay da chi ra Crom (V1) ¢ kha niang gay wc ché sy phat
trién va 1am cham qua trinh thoat nang cia phdi ca ngua van & giai doan sém:
giam ty 1é séng, su thay ddi trong chiéu dai co thé au tring ca ngua van, nhip
tim tang va cac hinh thai dj tat ¢ ca.

- Bén canh d6, Crom (VI) gay ra su sai hong trong cau triic mot s6 noi
quan quan trong nhu rudt, gan va budng tring cua ca ngua van. Didu nay
1am ndi bat tac dong truc tiép vao sic khoe noi tiét va hé tidu hoa cua ca.

- bic biét, Crom (V1) gay nén su thay doi biéu hién cia mot s6 gene
lién quan qua trinh apoptosis.
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