
Contents

Part I Antimicrobial Peptides: Mechanism of Action,
Selectivity and Biological Activity

1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.1 Antimicrobial Peptides . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.2 The Raising Problem of Multidrug Bacterial Resistance . . . . . . 4
1.3 Models for AMPs Activity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.4 Selectivity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.5 Relationship Between Function and Structure . . . . . . . . . . . . . 9
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2 Techniques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1 Fluorescence Spectroscopy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.1.1 Steady-State Fluorescence . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.2 Time-Resolved Fluorescence . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1.3 FRET . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.4 Fluorescence Anisotropy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.2 Neutron Reflectivity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

3 Materials and Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3.1 Materials. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3.2 Peptide Synthesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3.3 Liposomes Preparation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
3.4 Spectroscopic Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.5 Turbidity Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.6 Osmolarity Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.7 Membrane-Perturbing Activity Experiments . . . . . . . . . . . . . . 22
3.8 Water-Membrane Partition Experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.9 Molecular Dynamics Simulations of P5 and P5Del . . . . . . . . . 23
3.10 Molecular Dynamics Simulations of GAIV . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.11 Neutron Reflectometry Experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.12 NR Data Analysis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

ix

http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_1#Bib1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_2#Bib1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_3#Bib1


4 Results and Discussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.1 Membrane Thickness and the Mechanism of Action

of Trichogin GAIV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.1.1 Trichogin GAIV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.1.2 Neutron Reflectivity Experiments . . . . . . . . . . . . . . . 32
4.1.3 Molecular Dynamics Simulations . . . . . . . . . . . . . . . . 36
4.1.4 Vesicles Leakage Experiments. . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
4.1.5 Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

4.2 Selectivity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.2.1 Role of Pro Residues in AMPs Sequences . . . . . . . . . 46
4.2.2 The P5 Peptide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4.2.3 Pro Presence and Function in Proteins . . . . . . . . . . . . 48
4.2.4 P5 Analogues . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
4.2.5 Antimicrobial and Hemolytic Activity . . . . . . . . . . . . 49
4.2.6 Membrane-Perturbing Activity of P5 and P5Del . . . . . 51
4.2.7 Water-Membrane Partition Experiments . . . . . . . . . . . 55
4.2.8 Peptide Structures in Water and Membranes . . . . . . . . 61
4.2.9 Molecular Dynamics Simulations . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.2.10 Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

4.3 Tuning the Biological Activity . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
4.3.1 Cell-Penetrating Peptides . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
4.3.2 Membrane-Perturbing Effects . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
4.3.3 Water-Membrane Peptide Partition. . . . . . . . . . . . . . . 76
4.3.4 Peptide Location Inside the Bilayer . . . . . . . . . . . . . . 78
4.3.5 Cell-Penetrating Properties . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
4.3.6 Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

Part II Hydrogel Nanoparticles for Enzyme-Based Therapies

5 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.1 Enzymes as Drugs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.2 Stability and Administration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
5.3 Hydrogel Nanoparticles . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
5.4 Aim of the Work . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
5.5 Superoxide Dismutase and Disease . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

6 Materials and Methods . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
6.1 Materials. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
6.2 Nanoparticles Synthesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
6.3 Light Scattering Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
6.4 AFM Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

x Contents

http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec15
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec15
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec16
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec16
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec17
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec17
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec21
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec21
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec25
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec25
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec26
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec26
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec27
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec27
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec28
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec28
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec29
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec29
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec30
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec30
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec35
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec35
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec39
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec39
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec40
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec40
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec41
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Sec41
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_4#Bib1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_5#Bib1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec4


6.5 Enzymatic Activity Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
6.6 Protein Labeling . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
6.7 Fluorescence Measurements . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
6.8 Fluorescence Recovery After Photobleaching . . . . . . . . . . . . . 106
6.9 Enzyme Protection from Thermal Degradation . . . . . . . . . . . . 106
6.10 Synthesis of FLAC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
6.11 Nanoparticles Uptake Experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
6.12 Nanoparticles Biocompatibility Experiments . . . . . . . . . . . . . . 108

6.12.1 Trypan Blue Assay. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
6.12.2 Live or Dead Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109

References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110

7 Results and Discussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
7.1 Hydrogel Formulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
7.2 Bulk Polymerization . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112

7.2.1 SOD-Membrane Interaction:
Fluorescence Anisotropy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112

7.2.2 SOD-Membrane Interaction: FRET Measurements . . . . 113
7.3 Synthesis Protocol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
7.4 Nanoparticles Characterization. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

7.4.1 Light Scattering Characterization . . . . . . . . . . . . . . . . 115
7.4.2 AFM Characterization . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116

7.5 Membrane Removal by Detergent Addition. . . . . . . . . . . . . . . 116
7.6 Protein Labeling for FRAP Experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . 118
7.7 Fluorescence Recovery After Photobleaching . . . . . . . . . . . . . 119
7.8 Quantification of Entrapped Enzyme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
7.9 Enzyme Stabilization . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 126
7.10 FLAC Synthesis and Characterization. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127
7.11 Gel Polymerization in the Presence of FLAC . . . . . . . . . . . . . 128
7.12 Cell Uptake Experiments . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128
7.13 Cell Viability Assays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

7.13.1 Trypan Blue Assay. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130
7.13.2 Live or Dead Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

7.14 Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132

Concluding Remarks . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135

Presentations to Scientific Congresses Derived from this Thesis . . . . . 139

Contents xi

http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_6#Bib1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec2
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec4
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec5
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec6
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec7
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec8
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec9
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec10
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec11
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec13
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec14
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec15
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec15
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec16
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec16
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec17
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec17
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec18
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec18
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec19
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec19
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec20
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Sec20
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-06434-5_7#Bib1


http://www.springer.com/978-3-319-06433-8


	Contents



