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Group of rats 
No. of Days Strain 
experi- after Norms1 Uninephrectomized Fig of 8 in 
merit opera- one kidney 

tion 

Fig of 8 uninephrectomized 
hypertensive 

Blood 
pressure 

I 48 Wistar 745 • 113 (4) 300 -4- 48 (4) 280 ~= 83 (4) 40 • 10 (5) 158 
tI 90 Wistar 950 i 103 (4) 480 J= 112 (11) 27 ~ 14 (6) 165 
III 101 Wistar 520 ~ 82 (8) 355 -4- 70 (6) 370 • 92 (8) 30 ~= 12 (6) 155 
IV 70 Sprague Dawley 450 J_ 72 (10) 310 • 88 (6) < 10 (8) 192 ~- 18 

75 Sprague Dawley 285 ~ 81 (4) < 10 (9) 188 ~ 15.5 
84 Sprague Dawley 200 z~ 53 (9) < 10 (10) 188 -~ 15.5 

108 Sprague Dawley 420 i 83 (10) 270 -4- 78 (9) < 10 (8) 190 -4- 15 

Mean values and S.D. of the KA found in 1 ml of urine, expressed in ng of bradykinin. Figures in parenthesis correspond to the number of 
animals used in each group. Different series of animals were used for the experiments I,  II and III. The figures for the KA were obtained 
in a single experiment carried out after the kidney removal, on the day shown in the second column. The experiment IV correspond to one 
serie of Sprague-Dawley rats, studied at different intervals (days) after the kidney extirpation. 

The resul ts  shown in the  Table  provide  the  mean  value 
and  s t a n d a r d  dev ia t ion  of the  K A  per  ml  of urine of the  
d i f fe ren t  groups of animals .  In  the  normal  ~vVistar and  
Sprague-Dawley  rats,  the  average of t he  K A  was equi- 
va len t  to  725 ng and  435 ng of b r adyk in in  respect ively .  
The r educ t ion  of the  renal  t issue or a figure-in-8-1igature 
in one k idney  induce  a decrease in the  K A  shor t ly  af ter  
the  operat ion.  Af te r  one k idney  removal  IZA diminishes  
by  65% (Wistar) and 45% (Sprague Dawley) .  The 
group c) of an imals  which had  figure-of-8-1igature in one 
k idney  bu t  the  o the r  one was left  un touched ,  showed 
similar  d iminu t ion  to  t h a t  found  in t he  un inephrec tom-  
ized (350 ng). All the  an imals  of t he  groups a), b) and  c) 
exh ib i t ed  normal  blood pressure  t h rough  the  experi-  
men t a l  period.  The group d) of un inephrec tomized  ra ts  
wi th  a figure-of-8-1igature in the  r e m n a n t  k idney  which  
developed high levels of ar ter ia l  blood pressure,  showed 
an invar iab ly  s t r ik ing fall in t he  KA which, pers is ted  
unt i l  d e a t h  ensued.  The lowest  KA, less t h a n  50 to  10 ng 
b radyk in in  per  ml, was found  in those  ra ts  whose  ar ter ia l  
b lood pressure  was cons t an t l y  high, 155 Hg  or h igher  
(Table). The ra ts  of th is  group which  did no t  develop 
hyper tens ion ,  had  in the i r  urine a s ignif icant ly  higher  
t i t e r  of K A  as compared  to the  hype r t ens ive  ones. A few 
animals  of group d) whose  blood pressure  r ema ined  
s tabi l ized a t  no rmal  level had  K A  similar  or somew h a t  
less t h a n  t h a t  found in the  un inephrec tomized  rat .  W h e n  
the  an imal  showed a mode ra t e  or f luc tua t ing  blood pres-  
sure, t he  K A  changed  f rom one week to t he  other.  In  
general,  ra ts  wi th  mode ra t e  hype r t ens ion  exhib i ted  KA 
which  was 20-30% below t h a t  found  in t he  unine-  
ph rec tomized  b u t  m u c h  above the  low values  cons t an t ly  
recorded in t he  severe hype r t ens ive  rats.  In  ra t s  wi th  a 
t r ans i en t  e levat ion  in the  blood pressure,  low K A  was 

found dur ing  the  hype r t ens ion  period,  whereas  it in- 
creased very  much,  approach ing  the  levels found  in 
un inephrec tomized  rats,  as soon as the  blood pressure  
was spon taneous ly  res tored  to  normal .  

The da t a  suppor t  t he  concept  t h a t  in general  there  is 
an inverse corre la t ion be tween  the  blood pressure  and  
the  K A  in the  urine. The same differences in the  K A  
found in the f reshly  voided  urine of t he  d i f ferent  groups 
of ra t s  were conf i rmed on tes t ing  the  purif ied mater ia l s  
ob ta ined  f rom the  cor responding  pooled urine. On the  
o ther  hand ,  parallel  resul ts  using the  blood pressure  assay 
were gained e i ther  w i th  urine or pur i f ied fract ions.  In  
order  to  pur i fy  the  act ive  substance ,  fu r ther  dialysis, 
ace tone  precipi ta t ion,  gel f i l t ra t ion  on Sephadex  G 100 
and Sephadex  G 200 were used. 

Al though  the  expe r imen t s  do no t  provide  evidence 
t h a t  K A  in the  urine is involved in the  mechan i sm of 
renal  hyper tens ion ,  it  is of p a r a m o u n t  impor t ance  t h a t  
th is  ac t iv i ty  is inversely  corre la ted  wi th  ar ter ia l  b lood 
pressure.  I t  is possible to  assume t h a t  KA in the  urine 
reflects the  k idney  i m p a i r m e n t  which leads to  the  renal  
hype r t ens ion  deve lopment .  

Rdsumd. La l igature ccen figure h u i t ,  d ' un  rein suivie 
de 1'ablation de l 'o rgan contrelat6ral ,  e s t  accompagn6e 
d ' une  remarquab le  amoindrissement= de l 'ac t iv i t6  kalli- 
kreine urinaire  pourvu  clue les a n i m a u x  d6veloppent  une 
pression art4rielle p e r m a n e n t e  et  61ev4e. 

H. R. CROXATrO and  M: SAN MARTIN 

Universidad Calolica, Laboratofio de Fisiologia, 
Casilla I 74-D,' Santiago (Chile),,l I May 1970. 

Action de diff6rents m61anges gazeux  sur l'art6re m6sent4rique de l ' embryon  de poulet  explant6e 
in vitro i 

Au cours d 'exp6r iences  pr6c6dentes  nous avions cultiv6 
l 'ar t6re m6sent6r ique d ' e m b r y o n  de poule t  avec la 
m6thode  de cul ture  o rgano- typ ique  selon WOLFF et  HAF- 
FEN 2-~. Avec ce t te  m6thode  les exp lan t s  man i fes t a i en t ,  
d4j~ apr6s i jour  de culture,  des signes mani fes tes  de 

souffrance : d6g6n6rescence l ipidique,  d6diff6rent ia t ion de 
la muscula ture ,  f ibrose de la p a ro i .  Nous avons  pens6 
qu '~  1,origine d e  ces ph6nom6nes  il pouva i t  y avoir  un  
appor t  inad6qua t  d 'oxyg6ne,  emp~chan t  une bonne  survie  
de la paroi  art6rielle. 
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P o u r  v6rif ier  la va l id i t6  de ce t te  hypo th~se  on  a appor t6  
une  16g~re mod i f i ca t ion  & la t e c h n i q u e  de cu l tu re  organo-  
t y p i q u e  de WOLFF 5. Les pe t i t e s  sali6res, c o n t e n a n t  le 
mil ieu de cu l tu re  et  les exp lan t s ,  au lieu d '6 t r e  ferm6es et  
scell6es & la paraf f ine ,  son t  d6pos6es ouver t e s  dans  u n  
dess ica teur  en  verre ,  sur  le fond  duque l  il y a une  couche 
d ' o u a t e  imbib6e  d ' eau  distillge, pou r  m a i n t e n i r  l ' humid i t6 .  
Le desSicateur  est  ensu i te  Ierm6 et  le b o r d  du  couverc le  
seell6 & la paraf f ine .  P a r  ce t te  va r i an t e ,  a u g m e n t a n t  con- 
s i d 6 r a b l e m e n t  le v o l u m e  de l ' a t m os ph~r e  gazeuse avec  
laquel le  les exp!an t s  v i e n n e n t  en  con tac t ,  les r6su l t a t s  
0 b t e n u s  o n t  6t6 s e n s i b l e m e n t  mei l leurs  et  les a r t6res  
exp lan t6es  s u r v i v e n t  mieux  in vi t ro .  

Vue  Fac t ion  f avorab le  d ' u n e  a t m o s p h e r e  plus  r iche  en 
oxyg6ne 5 p a r  r a p p o r t  ~ celle de no t r e  t e c h n i q u e  ini t iale,  
il nous  a p a r u  i n t6 re s san t  de pou r su iv re  ces exp6r iences  
pou r  v6rif ier  Fac t ion  de d i f f6rents  m61anges gazeux sur  
les ar t6res  cul t iv6es  (art~re m6sen t6 r ique  d ' e m b r y o n s  de 
pou le t  de 15 jours  d ' i ncuba t i on ) .  

Le  m61ange gazeux voulu  est  i n t r o d u i t  dans  le dessi- 
ca t eu r  & t r a v e r s  u n  b o u c h o n  en  cau t chouc  avec  2 canules  
en ve r re :  l ' u n e  d 'ent r6e ,  l ' au t r e  de sortie.  

U n  probt&me t e c h n i q u e  qui  s ' es t  p r6sen t6  au d @ a r t  a 
6t6 le s u i v a n t :  on  vou la i t  m a i n t e n i r ,  dans  t o u s l e s  m6- 
langes gazeux  exp6r iment6s ,  t ou jou r s  le p o u r e e n t a g e  de 
CO 2 e x i s t a n t  dans  l ' a i r  n o r m a l  (0,03%). Mais avec  le 
d isposi t i I  t r6s  s imple  d o n t  nous  disposions,  e t  t e n a n t  
c o m p t e  aussi  de la pe t i t e  q u a n t i t 6  de gaz que  nous  in t ro -  
duis ions  dans  le dess icateur ,  il ne  nous  a pas  6t6 poss ible  
d ' a r r i v e r  & doser  e x a c t e m e n t  le Ia ible  p o n r c e n t a g e  de 
CO2 d6sir6. P o u r  pa re r  & cet  i nconven ien t ,  on  a proc6d6 
de la mani6re  s u i v a n t e  : on  a tes t6  d ' abo rd ,  sur  les a r t6res  
explant6es ,  Fac t ion  d ' a t m o s p h ~ r e s  gazeuses  form6es p a r  
Fai r  a t m o s p h 6 r i q u e  avec  d i f f6rentes  c o n c e n t r a t i o n s  de 
CO 2. Les r6su l ta t s  o b t e n u s  nous  on t  rgv616 que  le 3% 
de COe r ep r6sen t a i t  la q u a n t i t 6  la p lus  a d 6 q u a t e  p o u r  
une  b o n n e  surv ie  de la pa ro i  art6rielle.  P a r  cons6quent ,  
au  cours  des exp6riences  ul t6rieures,  dans  tous  nos  m6- 
langes  gazeux il y a v a i t  t ou jou r s  ce t te  c o n c e n t r a t i o n  fixe 
de CO~: le 3%.  Les m61anges gazeux  de la c h a m b r e  de 
cu l tu re  son t  d i f f6rents :  on  a cul t iv6 avec  de Fai r  n o r m a l  
( concen t r a t i on  en  oxyg6ne  env i ron  20 - 21%,  et  en  CO 2 
env i ron  0 ,03%);  a i r  n o r m a l  avec  l ' a d j o n c t i o n  du  3% de 
CO2; en  hypox i e  p lus  ou moins  pouss6e:  2 - 1 0 %  d'O2; 
jusqu '& des a tmosph6 r e s  f o r t e m e n t  hype r ox i ques  7 0 - 9 7 %  
d 'O  v tou jou r s  avec  une  c o n c e n t r a t i o n  de 3% de CO t Le 
v o l u m e  r e s t a n t  du  gaz pou r  a r r ive r  & 100% 6fair  repr6-  
sent6 p a r  I 'N t 

Les e x p l a n t s  son t  pr6iev6s apr~s 1, 2, 3, 4 et  6 jours  
de cul ture .  C h a q u e  dess ica teur  c o n t i e n t  14 sali6res, dis- 
pos6es sur  2 6rages. Lors  de l ' o u v e r t u r e  du  dess icateur ,  
pou r  pr61ever les exp l an t s  d@os6s  dans  une  sali6re, on  
opgre s t6 r i l emen t  et  le m61ange gazeux  es t  renouvel6  
c h a q u e  Iois. Les ar t~res  son fix6es au Carnoy,  incluses 

la paraf f ine ,  e t  les coupes son t  color6es avec  les m6 thodes  
de co lora t ions  h is to logiques  hab i tue l l e s :  I t E ,  Azan,  Lade-  
wig et  r6sorc ine-fuchsine  p o u r  la  mise  en  6vidence du  
ma t6 r i e l  61astique. 

Au m o m e n t  de l ' e x p l a n t a t i o n ,  l ' a r t6 re  m6sen t6r ique  
de l ' e m b r y o n  de 15 jours  d ' i n c u b a t i o n  m o n t r e  deux  
couches  de m u s c u l a t u r e  b ien  d is t inc tes ,  l ' une  i n t e r n e  
circulaire,  l ' a u t r e  ex t e rne  longi tudina le .  La  morpho log ie  
des cellules de la couche i n t e r ne  circulaire  n ' a  pas  encore  
a t t e i n t  le carac t6re  muscu la i r e  d6f ini t i f  e t  les cellules pr6- 
s e n t e n t  parfois  u n  ce r t a i n  aspec t  m 6 s e n c h i m a t i q u e .  Les 
f ibres  61astiques son t  peu  a b o n d a n t e s ,  l ' on  d i s t ingue  
pe ine  le p lexus  e las t icus  ex t e rnus  et  la m e m b r a n e  61astique 
in t e rne ;  au  sein de la media ,  que lques  f ibres  minces  
e x t r 6 m e m e n t  rares  son t  d i s t r i bu t e s  sans  ordre  u n  peu  
p a r t o u t .  

Si nous  e x p l a n t o n s  en  cu l tu re  ce t te  a r t6re  et  la  cul t i -  
vons  en  pr6sence d ' a i r  n o r m a l  p e n d a n t  24 heures ,  la 
m u s c u l a t u r e  pou r su i t  son d6ve loppement ,  on  n ' o b s e r v e  
pas  de signes de souff rance  et  le mat6r ie l  61astique se 
d6veloppe  aussi. E n  p o u r s u i v a n t  la p6r iode de cul ture ,  
t ou jou r s  dans  Fai r  no rma l ,  des rares  v a c u o l e s  com- 
m e n c e n t  5. a p p a r a i t r e  au  sein de l ' adven t i c e  apr~s t ro is  
jours ;  le va isseau  d e v i e n t  u n  peu  hypo t roph i6 ,  mais  les 
f ibres  61astiques son t  t ou jou r s  a b o n d a n t e s .  Ce n ' e s t  
qu ' ap r6s  6 jours  de cu l tu re  que la pa ro i  ar t6r iel le  est  
p resque  t o t a l e m e n t  t r ans fo rm~e  en  t i ssu  conjonct i f .  Les 
vacuoles  l ip id iques  au sein de ]a m u s c u l a t u r e  longi tud i -  
nale,  qu i  e n t r e - t e m p s  a & peu pr6s t o t a l e m e n t  d isparu ,  
son t  plus  nombreuse s ;  seules que lques  cellules de la  
couche  muscu la i r e  i n t e rne  c i rculai re  pe r s i s t en t  a u t o u r  de  
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R4suln4 de 6 groupes d'exp~riences. Les colonnes de chaque s6rie 
repr6sentent la moyenne des valeurs que l'on a attribu6es aux 
explants, en se basant sur la morphologie et l'6tat de conservation 
de la paroi art~rielle. 

1 Ces recherches ont 6t6 faites grfice & un subside du Fonds National 
Suisse de la Recherche scientifique et de la Fondation E. Barell. 

2 G. COATI et ]3. CAPPELLI, Experientia 24, 1050 (1968). 
8 G. CONTI et B. CAPPELLI, 13ull. Ass. Anat. 141, 728 (1968). 
4 B. CAePELLI, G. CONTI, L. LAsz* et t3. MANDI, Angiologiea 5, 28 

(1968). 
5 B. CAPPELLI-GoTzos, V. GOTZOS et G. CONTI, Experientia 26, 158 

(1970). 
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la lumi~re vasculaire, mais elles sont real conserv6es. 
La paroi du vaisseau est fortemeiit hypotrophique, et son 
diam~tre transversal repr6sente environ Ie tiers par rap- 
port ~ celui que l'art~re montrai t  au moment de l 'explan- 
tation. 

Si nous ajoutons k Fair atmosph6rique le 3% de CO s, 
les r6sultats obtenus sont les suivants: apr~s 1 jour de 
culture, l 'art~re est en bon 6tat de conservation, malgr6 
que sa musculature paraisse hypotrophi6e et que des 
vacuoles lipidiques soient visibles dans l 'advelltice. 1Virtue 
apr~s 6 jours de culture, une certaine quantit6 de mus- 
culature persiste, et t 'aspect du vaisseau est net tement  
et constamment meilleur par rapport ~ l'art~re cultiv6e 
pendant 6 j ours dans de Fair normal. Le mat6rie161astique 
se maiiitieiit toujours aboiidant pendant toute la p6riode 
de culture. 

Les r6sultats que l 'on obtient changent notablement si 
nous cultivons IIos art~res daiis une atmosph6re d'hypoxie. 
Avec le 2% d'oxygglle, d6j~ apr6s 1 seul jour de culture, 
la structure normale de la paroi art6rielle est entigrement 
boulevers6e, la musculature a totalemeiit  disparu et les 
vacuoles lipidiques sont tr~s nombreuses. Apr6s 6 jours 
de culture, la paroi art6rielle montre moills de vacuoles, 
mais la fibrose l 'emporte nettemeiit.  I1 est toutefois 
int6ressaiit de souligner que daiis la paroi des art~res, 
cultiv6es dans cette atmosphere hypoxique se r6velant 
hautement  toxique pour les cellules musculaires, le mat6- 
riel 61astique poursuit sa croissance et ne semble pas res- 
selltir des conditions gazeuses tr~s d6favorables. 

En augmentant  la quaiitit6 d'oxyg6ne ~ 10%, taux qui 
est toujours net tement  inf6rieur par rapport  ~ la quantit6 
d'O s pr6sente daiis Fair normal, on observe h peu pr6s 
les im~mes ph6nomgiies de d6g6n6rescence qu 'avec la con- 
centration de 2%. Toutefois les signes de souffrance sont 
moins accus6s, surtout pendant les 3 premiers jours de 
culture. Ulle donn6e nous a frapp6s au cours de cette 
exp6rience: le mat6riel 61astique diminue en quaiitit6 
dans la paroi des a t t i res  explant6es. 

Lorsque nous cultivons nos art~res dans des conditions 
oppos6es, c'est-h-dire en hyperoxie, les r6sultats sont les 
suivants: avec le 70% d'oxyg611e les art~res viveii t  moills 
bien que dans Fair normal. Les images que l 'on observe 
dalls ce cas sont ~ peu pr6s superposables s celles que 
1'Oll voit  ell hypoxie avec le 10% d'oxyg~ne. Seul le 
mat6riel 61astique poursuit sa croissance in vitro. 

Mais si l 'on monte encore avec le niveau d'hyperoxie 
(97% d'oxyg6ne), on obtient des r6sultats qui sont sell- 
siblement diff6rents apr~s 1 jour de culture et dans les 
p6riodes plus prolollg6es de l 'explantation. Aprgs 24 h 
l 'art6re montre des signes de souffrance, sa morphologie 
n'est pas comparable ~ celle de l 'artgre cuttiv6e daiis 
l 'air normal mais elle est llettemeiit meilleure que celle 
de l'art6re cultiv6e en hypoxie tr~s pouss6e (2% d'Os). 
La p6riode de culture se prolongeant, les ph6nom~nes 
d'hypotrophie, de scl6rose et de d6g6n6rescellce lipidique 
devienllent tr~s marqu6s; mais le mat6riel 61astique reste 
toujours bien pr6sent m~me dans ces conditions. 

Le tableau que nous publions dans ce texte r6sume les 
6 groupes d'exp6riences, et les donn6es que l 'on vient de 
d6crire. Les colonnes de chaque s6rie repr6sentent la 
moyenne des valeurs que l'on a attribu6es aux explants, 
ell IIous basant sur la morphologie et l '6tat  de conserva- 
tion de la paroi art6rielte. Ces valeurs soiit naturellement 
arbitraires, et sont soumises iii6vitablement aux erreurs 
possibles, li6es h une appr6ciation microscopique sub- 
jective. Les valeurs sont 6tablies seloll le syst~me des + 
et des --,  en partaii t  d 'une valeur de + + + + donn6e 
aux art~res les mieux conserv6es, telle par exemple que 
l 'art~re de contr61e non cultiv6e. Lorsque les art~res ont 
6t6 examiii6es au microscope, lions ignorions le  genre 

d'exp6rience ex6cut6e et aussi la dur6e de la culture. De 
plus, on a r6p6t6 plusieurs lois le m~me examen, par des 
observateurs diff6reiits, et les donn6es obtenues coinci- 
daient toujours. Nous peiisons par consSquent que, 
inalgr6 la m6thode subjective d'appr6ciation, les donn6es 
rapport6es dans le tableau ollt une valeur objective 
acceptable. 

La colonne la plus haute correspond aux art~res les 
mieux conservSes, la ligiie horizontale de chaque groupe 
correspond k la valeur arbitraire 0; les colonnes se 
trouvaii t  au dessous de la ligne horizontale correspondent 
s des valeurs de 1 ou plusieurs minus, c'est-~-dire elles 
nous montreiit  des at t i res  real, ou tr~s real conserv6es 
et d6g6n6r6es. 

Les 2 premieres s6ries d'en haut, nous montreiit  le 
comportemeiit des art~res cultiv6es pendant des p6riodes 
allant de 1 5. 6 jours, dans un milieux gazeux constitu6 
par Fair atmosph6rique normal et l 'air avec adjonction 
du 3% de CO s. Dans ce dernier cas les art~res semblent 
vivre mieux, et cela s'appr6cie particuli~rement apr~s 3, 
4 et 6 jours de culture. Nous pensons que cette quantit6 
de CO 2 d6veloppe une action favorable k la survie des 
explants. Mais il reste alors s nous demander pourquoi 
pendant les 2 premiers jours de culture le ph6nom~ne 
va 16g~rement dans le sens oppos6, c'est-s que les 
art~res vivent  mieux dans Fair normal. Ce comportemellt  
particulier pourrait  6tre l 'indice d'une acidification du 
milieu de culture par le COs, que les art~res supportent 
moins bien dans la premiere phase de l 'explantation, 
lorsqu'elles passent de leur milieu IIaturel in vivo au 
milieu artificiel in vitro. 

L'effet toxique le plus marqu6 est provoqu6 par la 
concentration de 2% d'oxyg~ne qui, d6j~ apr~s un seul 
jour de culture, produit une forte d6g6n6rescence de la 
paroi art6rielle. 

Avec le 10% d'oxyg~ne la d6g6116rescence et la d6dif- 
f6rentiatioii de la paroi art6rielle sont beaucoup plus 
rapides et plus marqu6es que daiis les cultures o~ les 
m61anges gazeux 6talent constitu6s par Fair ( ~ 2 0 %  
d'oxyg~ne). Les m~mes ph6nom~nes observ6s avec le 
10% d'oxyg~ne se manifestent dans l 'ensemble avec les 
concentrations de 70% et de 97% d'Os; c'est avec cette 
derni~re concentration que les signes de souffrance sont 
les plus 6vidents. 

Les r6sultats de IIos exp6riences montrent, comme 
d'ailleurs il fallait s 'y attendre, qu e les at t i res  vivent  
le mieux dans l 'air atmosph6rique; que les conditions 
les pires sont repr6sent6es par l 'hypoxie tr~s marqu6e 
(2% d'Os) ; que les conditions d'hyperoxie sont 6galement 
toxiques pour les attires, mais ~ un degr6 moins impor- 
tant  par rapport ~ l '6tat d'hypoxie. 

Summary. The effect of various gas mixtures on the 
mesenteric artery of chicken embryo explanted in vitro 
has been studied. The explants were cultivated in normal 
air, with addition of 3% of CO2, and in hypo- and hyper- 
oxic atmosphere. The best survival of explaiited arteries 
is obtained with atmospheric air. The hypoxic gas 
mixture (2% Os) has the most toxic effect on the explants. 
The hyperoxic conditions show also a toxic effect, but  
in a lesser degree than hypoxic conditions. 
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