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*�&����9�)�����)���� ������&�������'����7�� ����$$��+�������%'�����1�#7�

'�����)�� �/�+����&��#��������'�#�����$%��������������)������$&����%'�&���5>�

 �%��2�� ������%����� �����/����$�&�����1���9�$��/��&�� ��9�1������$$�� ���9����)����$/�

��#%��#���#���/����%$����9���1�#����#%������ ���##�������&��%��1����9$�����#�����

��'�� ��)�&�%�#����� ����$&����%'2��� ����$$��+����� ���'�� �����$$/�+�%�#�#�+�� �

��������$�3�#����$2�� �����$�+���'�#���&���$�������#� �#���9$%���#�������&�+�

'�$$�'������+�#��:��)�52�;2��� �����$�+���#�%)�#�+��� ����������&�� ��+�$$��������)���

+�%�#��������'���$/�62?���''�+�#�2�� ��'�#���+���#�����#�#���#����$���#�+�� �

&��� �'�#��7�� ��&������$���������1��)����%'�&����'�#�����$/�:������$;���#�� �������#�

�$���������1��)�'�#������������)����6��'����������������&�����2���� �+�$$�+���

� ���)��� �#�%���)������1����#�� �������������'�������������6� �%��7�5>� �%��7�

>@� �%��7���#�=5� �%��2�J���� �%������� ��� ���)��� ���''�#����$/��&����+�%�#��)�

��#�� ����'�������#��&�� ������������&�� ���)��� �����9���#����� ���'�%����&���'��

� ��� ��������#�������� ��&����������&�� ���)��� ��:��)�525;2�� ����$$��+�����$���)�1���

&��� ���$%�������&�'�#���9�&����� ��>@� �%��� �����������%����$���/��&���#�� �$�����

+����1��$�9$��&���� ����$$��&���� ����'���#����&�� ��������'���2��&����� ��=5� �%��

� �����+������.��7�� ����$$��+����#������#��&���#�� ��&�%��������&�� ���)��� ��+����

���$/3�#�%���)�����'�)�����$/������'�%�������)��'�&��'���'�)���������� ���#�� ��

��������+�%�#��$��%���+�����$�%$���#2��

� �������#� /��� �����+�����1����)���#�%���)�� ����'�����$�&������������/�

���#�����9�#��9�1������ �������#������&�������'����2���+�1��7�� �������'�����

1����#��$�) �$/�&��'�9�&���2���$&��%��+�%�#�#��%$�%����+����������#�+�� �?�
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�$%���%����$�:?��0;2�?��0������� �'�� ����/�#�%)�� ��������.��+���� �9������&���$$�

���$�&��������9/�9$��.��)��
�����$�������2���� ���&���7�����%����$$��������#�+�� �?��0�

+��� �%$#��������+�%�#��$��%����&��$$�+�%�#��$��%������#%�������$$����$�&�������2�

��� ��5�+�$$��$������������#��+��#�&&������������'����$�)��%��2�� ��&���������+�$$��

+����������#�+�� ����%'�&����'�#���:������$;7�� �������#�����+�$$��+����������#�

+�� �'�#������������)��66��������7�� ��� ��#������&�����+�$$��+����������#�+�� ���

'�#������������)���=2H@�K�����������������&�?��07���#�� ��&�%�� ������&�����+�$$��

+����������#�+�� �9�� �����������������&��������#�?��02�� ��������'����������%�#�

���#�����9�#��9�1��+�� �� ����'����)��� ��9���)���.����1��/�5>� �%�����#�

���$/3�#�+�� ���'�)���������� 2��

����� ����$$�'�)�������������'���7�� ����$$��+�������%'�����1�#���#�� ����$$��

�&�������5?�&$��.�+����$�9�����#�&��'�� ���$��������#�9���'����'�'9������ �/� �1��

�������#�%���)�625?<���/����2�	����� ����$$��+���������$%����7�� �/�+����������&%)�#�

��#�� ����$$����$$���#2�� ���%����������+���#�����#�#���#�� ����$$��+�������

�%����#�#�����@�'���*��2�
���7�� ����$$��+����$��#�#�+�� ���&$%���������#/����$�����

���:
�1����)��;2��@�K����$��������+����##�#����� ����$$���$%�����&�������K��&���$�

�������������2�� ����$$��+�������%9���#����D=L��&���� ���/�'��%���7�+ �$��9���)�

$�) �$/��)�����#2�� ��+�$$���&�� ��� �'����� �'��������$����:
�%�����9�;�+����

&�$$�#�+�� �5EE�K���&���$%��������������)�� ����������1������������������&�� ��

� �'���$��� ����$$��+�%$#�9��������#�+�� ����%���'��)�������:��)�52D;2���&�$����+���

�$���#��9�1��� ��+�$$��� �����������#�������+�� ����@�K'�#��'����2�� ����$$�

��$%�����+�����'�1�#�&��'�� �����%9�������#�� ����$$��+������$$���#�%���)���

������&%)�2�� ����#�� �$��$���$$��+����� �������%����#�#�������%'�&���������

'�#���+�� �� �������������&�� ��������1��������$�)��%��+ �� �+�������%����#�#����
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�����'�#������������)���$&����%'2�� ������%����#�#���$$��+����� ���������#�+�� �

��� ��)�:��)���1��������$;7�62���������7����������7�����6��������2�0���)���'%$���

� ����$������7�?6�K���&���� �������#���$$���$%�����+���$��#�#���������&�� ��� �'����

&�$���2�� ���$����+������%9���#�&���>@� �%�����#�� ����$$��+�����$$�+�#����'�)�����

� ��%) �� ���������&�� ��&�$���2�� ����$$����'�����)���������&�� ��&�$����+������'�1�#�

�&����>@� �%���9/�������)�� �������&�� ��&�$����+�� ����%'�&����'�#�����#�+����)�� ��

�������&$%�#��&&�+�� �-
��+����2�� ���$����+���������&%)�#�����$$�+���/���$$����%�.�

���� ��9����'��&�� ��&�$�������&$�����)����� ��'�#������9��9��%) ������ ��9����'��&�� ��

+�$$2�5�� ���$����+���� ����$���#������*����.��$�������#�����#�� ��&$%����������+���

�����#�#��������9���9������&�?5?��'���#���������������+�1�$��)� ��&�>@?��'2��
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Figure�2.1:�Wound�Closure�Assay.�
12�well�plate�filled�with�DMEM�
media�and�silicon�tipped�wounding�
tool.�
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Figure�2.2:�Photo�micrographs.�
Photo�micrographs�of�the�cell�
cultures�at�0�hour,�24�hours,�and�
48�hours.�
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Figure�2.3:�Chemo�Tax�chemotaxis�
assay.�The�96�well�chemotaxis�
plate�and�porous�filter�with�pores�
8μm�in�diameter.�
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����� ��&����������&�������'����7�+��+����$��.��)����� ���&&������&���������

+�%�#��$��%��7�9%������� �������&���'�� ����'�:���$�&�����������'�)������;2�� ��

���%$���+�������&�$$�+��:��)�D2�;A�� ����$$��������#�+�� ��6���������:����������#�9/�

���������$��;� �#�����������$$/���)��&������:������;�'����+�%�#��$��%���� ���� ��

������$�)��%��:����������#�9/��$���#�����$��;2�


��� �������#������&�������'����7�+��+������1����)����)�� ���'�%����&�+�%�#�

�$��%���+ �����$$����$�&��������+����� �9���#2�, �����'�����)�� ��#�&&������

�����'����)��%������� ��������$7�+������� �� �) �������������&�+�%�#��$��%������� ��

)��%��������#�+�� ���#�� �$�����:��)�D25�;2�� ��)��%���������#�+�� �?��$%��%����$�

� �+�#�$����+�%�#� ��$��)�+ �����'����#����� ��������$7�9%��� ��)��%��������#�

+�� ���#�� �$�������#�?��$%��%����$�� �+�#��62@<��������� �) ���+�%�#��$��%���

+ �����'����#����� ��)��%��������#�+�� �"%���?��$%��%����$2�
&�+����.�����$�����$��.�

���� �����������&�+�%�#��$��%������>@� �%���:��)�D2D;���#���'������ ��1�$%���%���)�

����
	C�7�&�$$�+�#�9/�� ��*��&�������'%$���$�����)������7�+������� ���� ��1�$%����&�

� ��������'����$�)��%���+ �����'����#����� ��������$��$$� �1������1�$%��$����� ���

626?�+ �� �'�.���� �'�����������$$/���)��&�����2�,��� ���������.�����$�����$��.����� ��
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>@� �%��#����9���%���� �����������$��%������� ��������$���#�� ��)��%��������#�+�� �

��#�� �$�����+���������� ��)����� %�#��#���������9%�� �#��������� �#�����

 %�#��#���������/��2����=5� �%�����1���$��&�� ��+�$$�� �#����� �#����� %�#��#�

��������+�%�#��$��%�����#�� ���&����� ��>@� �%��� �����)�1����9����������%����&�

� ����$������ ���9��+����� ��)��%���


��� ����$$�'�)�����������/7�� ��&$%�����������&���� �+�$$��&���$$��+���

�����#�#7���#�� ���1���)��&$%�����������&���� ������'����+�����$�%$���#�:��9$���;2�

�����������&��������9$��#�&&�����������#/��$��#��)7�� �����%$���+�������'�$�3�#�9/�

��$�%$����)���������� ��)��&��'�������$2�, ���� ��#�&&���������������������+����

��'����#7�+����+�� ���� ����+��������������������$$�'�)����������� ����$$��������#�

+�� ������+�� ���������������1�����#�������������:��)%���D2>;2�� ����������� ��)��

&��'�������$�+�������������$$/���)��&��������'����#����� ��������$�%���)�������

��'�$�����������#�� ��62�������#�������������������� �#�����1�$%��$����� ���62666��

+ �$��� ���6������������������ �#�����1�$%���(%�$����62666D2�
����#������9��

����������$$/���)��&�����7�����1�$%��$����� ���626?��������#�#2��$��7�+ ���+����'�����

�%���1���)��&$%����������&����%����)���1��������$�+�� �� ��������1��������$7�+��������

$��)���������������1���)��&$%�������������� ��������1��������$�:��9$���;2�
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Figure�3.1:�ET�1�Accelerates�Wound�Healing.�Mechanically�wounded�
bovine�endothelial�cell�cultures�were�allowed�to�heal�for�48�hours�
total�with�analysis�of�wound�closure�performed�every�24�hour.��Half�
the�cells�were�treated�with�10�nM�ET�1�and�the�rest�were�treated�
with�serum�free�DMEM�media�(control).�
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Wound Healing in BCEC
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Figure�3.2:�Wound�Healing�in�BCEC.�Cell�cultures�of�BCECs�were�
mechanically�wound�and�allowed�to�heal�for�72�hours�total�with�
percent�healed�of�the�wound�analyzed�every�24�hour.�The�cells�were�
treated�with�serum�free�DMEM�media�(control),�ET�1,�5�FU,�and�ET�
1+5�FU�respectively.��
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Figure�3.3:�A�Comparison�at�48�
Hours.�A�comparison�of�three�
experimental�groups�to�the�
control�in�a�bovine�corneal�
endothelial�cell�wound�healing�
experiment�at�48�Hours.�*p<0.05�
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Figure�3.4:�Effects�of�Endothelin�1�on�Cell�Migration.��
BCECs�were�loaded�with�a�fluorescent�dye�and�allowed�
to�migrate�through�a�porous�filter�for�48�hours.�
Average�fluorescence�of�the�cells�at�absorbance�485�
nm�was�measured�and�recorded.�The�results�were�
then�normalized�by�calculating�a�percent�change�from�
the�control.�*p<0.0001�**p=0.003�
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Treatment� Average�Fluorescence�at�520�
nm�


�)���1��������$� E7=@E�

62������������ �D7@HE2?�

���������� �D7D�?2H�

�6��������� ��7���2D�

!��2�������$�:���%';� D?75D@25�

Table�1:�Average�Fluorescence.��
The�total�number�of�trials�was�3�
with�each�treatment�having�a�total�
n=24.�
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��� ��������&�� ��&�����������'���7�
���+������������#��'�%����&�+�%�#�

�$��%���9��+����� ��)��%��������#�+�� ��������#�� ��������$2�� ���#�����%))����#�

� ��������+�����#��#���%���)���������#�+�%�#��$��%������� ��������$���#�� �$��$�

��$$��%$�%���7�+ �� �$�#�����%�������#� /��� ������ ����&�+��9$��.�#���$$����$�&��������

+�%�#��$��%���+�%$#�9���� �9���#�����������������'���)��2�� ��� /��� �����+���

��1����)���#�1����%�������#������&�������'����2�


��� ����������'����7�� ��#�����%))����#���'�� ��)��$�) �$/�#�&&������� ���

+ ���+����������#2�,���)�����9���1�#����������������+�%�#��$��%����'��)�� ��

)��%��������#�+�� ��������$/�+ �����'����#����� ��������$2�� ���#�����)���� �$��#�

�%�������%��&����� /��� ������ �����������'%$�����+�%�#��$��%��2�, ���+��$��.�#����

� ��)��%���������#�+�� �?��0�+����+���#�����������+�%�#��$��%��������'����#����

� ��������$2��)���7�� ���+��������%$��+���������#2���+�1��7�� ��)��%���������#�+�� �

?��0�#�#����� �1��3������������+�%�#��$��%����%))�����)�� ���� ��+�%�#��'�/�9��

 ��$��)�� ��%) ���$$�'�)������2���'�����)�� ��)��%��������#�+�� ��������#�?��0����

� ��)��%��������#�+�� �"%���?��07�+���������62@<�����������&�+�%�#��$��%������� ��
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����M?��0�)��%�2�� ��#�����%))������ ��������'�/�9����#%���)���$$�'�)������7�

+ �� �$�#�����%��� ��#� /��� ������ �����������'%$�������$$�'�)������2��

� ��� ��#� /��� �����+�����1����)���#�%���)���� �'�����������/2�������+��

��+����������9$��#�&&����������� ���1���)��&$%����������9��+����� ����)���1����#�

������1��������$�7�+��������&�$/����%'��� ���� ��� �'�����������/�+������%�����&%$�

+�/�������$/3����$$�'�)����������������$���#�� �$��$���$$�2�� ��������������

&$%�����������'��)�� ����$$��������#�+�� ����������9��#�����$/������$���#�������
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