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12.fejezet
Aminosavak és peptidek
Az aminosavak és a peptidek is természetes szénvegyületek, jelentőségüknél fogva azonban mégis külön fejezetben tárgyaljuk ezt a vegyületcsoportot.  

12.1. Az aminosavak

A fehérjék aminosavakból épülnek fel. Az aminosavak alfa-aminokarbonsavak, de szűkebb ér​te​lem​ben csak azt a 20 alfa-aminokarbonsavat tekintik aminosavnak, amelyek a fehérjékben elő​fordulnak. Az alfa-aminokarbonsavak szabályos elnevezése a szubsztituált karbonsavakra vonatkozó sza​bályok alapján történik. Az aminosavak azonban nagyon széles körben ismert vegyületek, ezért elnevezésükre inkább a tradicionális neveket használják. Ilyen tradicionális név például a 2-aminopropánsav trivi​ális neve, az alanin is.  
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                                                             2-Aminopropánsav

                                                                      Alanin

Két aminosav, a glicin és a prolin, a szokásostól eltérő szerkezetű. A glicin akirális mole​kula, míg a többi aminosav királis. A prolin pedig szekunder amin, míg a többi aminosav pri​mer amin. A peptidek szerkezetének megadásánál az aminosavakat rövidítésekkel jelölik. Az egybetűs je​lölések rövidebbek, a hárombetűsek egyértelműbbek.

[image: image2.wmf]P

r

o

l

i

n

 

(

P

r

o

,

 

P

)

 

 

 

C

O

2

H

C

H

G

l

i

c

i

n

 

(

G

l

y

,

 

G

)

C

O

2

H

C

H

H

H

2

N

N

H


A többi 18 aminosav az alábbi általá​nos képlettel írható le:
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Az aminosavak az oldallánc (az R-csoport) szerkezetében különböznek egymástól. Négy aminosavban az oldallánc szén​hid​rogén:
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Két aminosav oldallánca tartalmaz alkoholos OH-csoportot:
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Két aminosav tartalmaz az oldalláncban kénatomot:
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A savas aminosavak oldallánca savas karboxilcsoportot tartalmaz, savamidjaik viszont sem​leges aminosavak:
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A bázikus aminosavak oldallánca bázikus nitrogénatomot tartalmaz.
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Az aromás aminosavak oldalláncai aromás gyűrűket tartalmaznak:
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12.2. Az L-aminosavak és előállításuk
A glicin kivételével az aminosavak királis vegyületek. Amellett, hogy az aminosavak elneve​zésére, történelmi okokból, a triviális neveket szokás használni, a konfiguráció jelölé​sé​re sem az R/S, hanem a D/L előtagokat alkalmazzuk.

A D/L előtagok itt is a glicerinaldehidre visszavezetett konfigurációkat jelölik. A visssza​vezetést ebben az esetben úgy lehet megtenni, hogy az aminosav CO2H-csoportját a glicerin​aldehid COH-csoportjának, az R-oldalláncot pedig CH2OH-csoportjának feleltetik meg. 
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       L-Glicerinaldehid                          L-aminosav

Valamennyi természetes aminosav az L-glicerinaldehidre vezethető vissza, ezért ezeket az aminosavakat L-aminosavaknak szokás nevezni.

Ha az aminosavakat kémiai reakcióval állítják elő, racém elegyeket kapnak. Mivel azonban a peptidek csak L-aminosavakból épülnek fel, a racém elegyeket a peptidek előállítása előtt szét kell választani (rezol​válás).

Erre a célra nagyon alkalmas az aminoaciláz enzim. A racém elegyet először ecetsav-anhidriddel acilezik, majd az aminoaciláz enzimmel reagáltatják. Ez az enzim csak a ter​mészetes L-aminosav nitrogénjéről távolítja el az acetilcsoportot, de nem reagál a D-aminosav acetile​zett származékával.  
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 DL-aminosav              DL-acetilaminosav                           D-acetilaminosav         L-aminosav                                         

Mivel az L-aminosav és a D-acetilaminosav nem két enantiomer, hanem kémiailag kü​lönböző vegyületek, kémiai módszerekkel már könnyen szétválaszthatók.  

12.3. Az aminosavak konfigurációja

A tradicionális D/L jelölés mellett természetesen az R/S nevezéktan is alkalmazható az ami​no​savak konfigurációjának jelölésére. A természetes L-aminosavakban a királis szén​atom S-kon​fi​gu​rá​ci​ójú, kivéve a ciszteint, amelyik​ben R a konfiguráció. A korábban már említettek​nek megfelelően természetesen itt sincs össszefüggés a konfiguráció és a forgatás iránya kö​zött. 
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                             (S)-(+)-2-                 (S)-(-)- 2-Amino-              (R)-(-)- 2-Amino-

                       Aminopropánsav         3-hidroxipropánsav           3-szulfanilpropánsav                

                          (S)-(+)-Alanin                  (S)-(-)-Szerin                   (R)-(-)-Cisztein

Az R-konfiguráció ellenére a cisztein is az L-glicerinaldehidre vezet​hető vissza, így a D/L je​lölés​mód alkalmazása esetén minden ter​mé​szetes aminosav ugyanabba a csoportba kerül. 
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      L-(+)-Alanin             L-(-)-Szerin                   L-(-)-Cisztein

Két aminosav, az izoleucin és a treonin, az oldalláncban is tartalmaz egy második királis szén​atomot.  
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  (2S,3S)-2-Amino-3-metilpentánsav                  (2S,3R)-2-Amino-3-hidroxibutánsav



      L-(+)-Izoleucin                                                   L-(-)-Treonin

Az L-izoleucin enantiomerje (tükörképe) a D-izoleucin, amelyben mindkét királis szénatom konfigurációja különbözik az L-izoleucinétól.
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             (2S,3S)-2-Amino-3-metilpentánsav         (2R,3R)-2-Amino-3-metilpentánsav                  

                             L-(+)-Izoleucin                                      D-(-)-Izoleucin                                                                                                

Ha csak az egyik királis szénatom konfigurációja különbözik, az izoleucin diasztereomerje, az alloizoleucin jön létre. A D-alloizoleucin itt is az L-alloizoleucin tükörképe.                                   
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             (2S,3R)-2-Amino-3-metilpentánsav         (2R,3S)-2-Amino-3-metilpentánsav                  

                              L-Alloizoleucin                                      D-Alloizoleucin                                                                                                

12.4. Az aminosavak ikerionos szerkezete

A savak erősségét a  pK  értékekkel szokás jellemezni.
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                                        pK =  - log KS
Ha a KS egyenletében szereplő [H3O+]  helyébe a pH = - log [H3O+]  kifejezést helyettesítjük, a következő összefüggéshez jutunk:
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A fenti egyenletből kiszámítható, hogy egy adott pK értékkel jellemezhető csoport esetében milyen lesz a protonált (HA) és a deprotonált molekulák (A-) relatív koncentrációja külön​böző pH értékek mellett. 
                                             ha   pH = pK    akkor    [HA] = [A-]
                                                    pH = pK-2             [HA] = 100 [A-]

                                                    pH = pK+2            [HA] = 0.01 [A-]

Ez azt jelenti, hogy amennyiben a pH értéke kettővel kisebb, mint a pK, gyakorlatilag csak a protonált forma, míg kettővel nagyobb pH értéknél csak a deprotonált forma van jelen.

Mivel a pK a karboxilcsoportra nézve 2 körüli, míg az aminocsoport vonatkozásában 9 körüli érték, a fentiek alapján a különböző pH értékeknél az alábbi formák fordulnak elő:   
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Ez azt jelenti, hogy fiziológiai körülmények között (pH = 7,2) döntően csak karboxilát​ani​on és protonált amin van jelen.



Emiatt a semlegeshez közeli oldatokban a fenti képlet írja le az aminosavak szerkezetét. Az ikerionos szerkezet miatt az aminosavak belső sóknak tekinthetők, és ennek megfelelő fi​zi​kai tulajdonságokkal rendelkeznek, azaz magas olvadáspontú kristályos anyagok, vízben old​ha​tók, de nem oldódnak szénhidrogénekben. 

12.5. Az izoelektromos pont

Az izoelektromos pont (pI) az a pH érték, amelynél a pozitív és a negatív töltések kiegyenlítik egymást, azaz az aminosav neutrális viselkedést mutat. Semleges aminosavaknál az izo​​elektromos pont a két pK érték összegének a fele.
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pI  = 

 = 

 =  6.02

Bázikus oldalláncot tartalmazó aminosavaknál az izoelektromos pontot a két bázikus csoport pK értékeiből számítjuk ki (a pH = 9 körüli tartományban a CO2H-csoport gyakorlatilag tel​jes mértékben disszociált kar​boxilát​anionnak tekinthető, így koncentrációját a pH változása nem befolyásolja). 
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                  pI  = 
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Savas aminosavaknál a helyzet hasonló, de itt a két savas csoportot kell tekintetbe venni.
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                            pI  = 
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Semleges aminosavaknál az izoelektromos pont 5,0-6,3, savas aminosavaknál 3,0-3,2, míg bázisos aminosavaknál 7,6-10,8 között található. Az izoelektromos pontnál savasabb tarto​mányban (pH < pI), a karboxilátanion proto​nálódik, és a molekula pozitív töltésűvé válik.
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A bázikusabb tartományban (pH > pI) viszont proton szakad le a nitrogénről, és negatív töl​tésű molekula jön létre.
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12.6. A bázikus aminosavak

A bázikus aminosavak között a lizin a közepes báziserősségű. A hisztidin kisebb, az arginin pedig nagyobb bázikussággal bír.

	Bázikus aminosav
	Konjugált sav
	pK

	hisztidin
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A lizin bázikussága megfelel annak, amit egy primer amin (például az etil-amin, pK = 10,63) esetén várni lehetne. A hisztidinben az imidazolgyűrű sp2-nitrogénje protonálódik és a bázi​kusság meg​felel egy sp2-nitrogén (például a piridin, pK = 5,2) esetében várható értéknek. 

Az arginin oldallánca guanidino-csoportot tartalmaz. Ha a guanidino-csoport kettős kötésű nitrogénje protonálódik, a két másik nitrogénatom nemkötő elektron​párja a pozitív töltés felé mozdulhat el.
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A protonált molekula szerkezete az alábbi képletek segítségével írható le.
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A fenti három molekulaszerkezet azt fejezi ki, mind a három nitrogén részlegesen pozitív töltésűvé válik, azaz a pozitív töltés delokalizálódik a molekulában. A delokalizáció miatt az egyes nitrogénatomokon kisebb lesz a pozitív töltés nagysága, mint a delokalizáció nélkül lenne, így a kation stabilizálódik. A stabilizáció viszont megnöveli a protonált forma kiala​kulásának mértékét, és ez eredmé​nyezi azt, hogy az arginin a legbázikusabb aminosav.
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A delokalizált molekula szerkezetét a fenti típusú képlet is jól írja le, de hátrány, hogy nem adja meg a delokalizációban részt vevő elektronok számát. 

12.6. A peptidek

A peptidekben az aminosavak savamid  kötésekkel (peptidkötés) kapcsolódnak egymás​hoz.
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A dipeptidek két, a tripeptidek három aminosavból állnak, míg 3-10 aminosavat tartalmaznak az oligo​peptidek. Az ennél több aminosavból álló vegyületeket polipeptideknek nevezik.

A peptidkötések kialakulása után a lánc belsejében lévő aminosavak mindkét funkciós cso​portja peptidkötésben vesz részt. Az egyik láncvégi aminosavnak azonban csak a -CO2H csoportja vesz részt a peptidkötésben, így   NH2-csoportja szabad marad. Ezt az aminosavat nevezik N-terminális aminosavnak. A másik láncvégi aminosav esetében viszont a CO2H-csoport marad szabad, és ezt nevezik C-ter​mi​ná​lis aminosavnak.
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Ha ismert egy peptid aminosavösszetétele, de nem ismert az aminosavak kapcsolódási sor​rendje (az aminosavszekvencia) a peptidet felépítő aminosavakat vesszővel választják el egy​mástól:




                 Gly, Gly, Leu, Phe, Tyr

Ha azonban a sorrend is ismert, a peptidet alkotó aminosavak közé kötőjelet tesznek. Szo​kás szerint az N-terminális aminosav kerül a bal, a C-terminális aminosav pedig a jobb ol​dalra.

                                                       Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

A számozást a bal oldalon kezdik. A Phe 4 jelölés arra utal, hogy a fenti pentapeptidben (a neve leucin enkefalin, és fájdalomcsökkentő hatású, mert ugyanazokon a receptorokon kötő​dik meg, mint a morfin) a fenilalanin a negyedik aminosav.

12.7. Diszulfid-hidak a peptidekben

A tiolok enyhe oxidálószerek (például a bróm) hatására diszulfiddá alakulnak át. Redu​ká​ló​szerek hatására a folyamat visszafelé játszódik le. 




A cisztein tiol oldalláncot tartalmaz. A peptidekben két ciszteinmolekula tiolcsoportjai re​a​gál​​hatnak egymással, és ezáltal kén-kén kötés alakul ki a ciszteinmolekulák között. 
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12.8. A peptidkötés

A karbonilcsoportban az oxigén elektronegatívabb mint a szén, ez tehát egy poláris kö​tés. A pozitív töltésű szénatom elektronvonzó hatása következtében a vele konjugált helyzet​ben lévő elektronpár a szén felé áramlik, emiatt a nitrogén pozitív töltésűvé válik, ezért elveszti bá​​zi​​kusságát.
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Ennek az eltolódásnak az a másik következménye, hogy a szén-nitrogén kötés részben (mint​egy 40%-ban) kettős kötés jellegűvé válik, és ezáltal megszűnik a szabad rotáció a C-N kötés mentén.
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A kettős kötés jellegű C=N kötés kialaku​lása miatt az ehhez a kötéshez kapcsolódó csoportok (az alkéneknél tárgyaltaknak megfelelően) egy síkban helyezked​nek el. Ezt a síkot szokás amid​síknak nevezni. Az amidsíkot egy tripeptid térbeli elhelyezkedésének példáján keresztül mutatjuk be (a csak részlegesen kettős jellegű C=N kötéseket teljes kettős kötésként ábrá​zoljuk).   
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A tripeptidben két, kettős kötés jellegű C=N kötés alakul ki, és a kettős kötések által megha​tározott síkok egymáshoz képest a tetraéderes vegyértékszögnek megfelelő szöget zárnak be.
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A C=N kötések által meghatározott síkok szigma-kötésekkel kapcsolódnak a tetraéderes szénatomhoz. Mivel egy szigma-kötés esetében szabad az elfordulás, a tripeptidnek az lesz a leg​stabilabb konformációja, amelyben az R-csoportok a lehető legtávolabb helyezkednek el egymástól (transz-konformáció).     
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12.9. A peptidek aminosavösszetételének meghatározása

Egy peptid szerkezetének vizsgálata azzal kezdődik, hogy megállapítják, milyen amino​sa​vak építik fel az adott peptidet, és az egyes aminosavak hányszor fordulnak elő a mole​kulá​ban. Ehhez el kell bontani a peptidekben található kovalens kötéseket. 

A savamidkötés nagyon stabil, de savas közegben el lehet bon​tani. A kis reaktivitás miatt azon​ban ehhez erélyes körülményekre van szükség, ezért a peptideket 6 N sósavval hid​ro​lizálják, 100 oC-on, 24 órán keresztül.

A hidrolízis során létrejövő aminosavelegy maximálisan 17 aminosavat tartalmazhat. Az in​dol​​​gyűrű ugyanis a savas hidrolízis során elbomlik, ezért a triptofán mennyiségét lúgos hid​rolízis után határozzák meg. A savas hidrolízis a glutamint és az aszparagint glutamin​savvá és asz​paraginsavvá alakítja, ezért külön méréssel kell azt meghatározni, hogy a glu​tamin​sav és az aszparaginsav mekkora része van savamid formában az eredeti fehérjében. 

Az elegy analízisét végző aminosav​analizátor egy kationcserélő gyantával töltött oszlopot tartalmaz. Ez a gyanta benzol​szulfon​sav-oldalláncokat tartalmazó po​limer.
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A negatív töltésű SO3-csoportok a szintén negatív töltésű savas aminosavakat taszítják, a po​zitív töltésű bázikus aminosavakkal viszont ionos kötést létesítenek. Ezért először a savas aminosavak hagyják el az oszlopot, míg a legbázikusabb arginin utoljára. 

Az oszlop tetején ve​zetik be az aminosavak elegyét. Egy pumpa folyamatosan mossa adott pH értékű oldatokkal az oszlopot. A megfelelő elválasztás elérése céljából háromféle pH ér​tékű pufferoldatot használ​nak. A mérés elején használt pufferoldat pH értéke 3,25,  a mérés végén azonban már 6,41. Ez azt a célt szolgája, hogy csökkentsék a bázikus aminosavak kötődését.

Az oszlopot el​ha​gyó elegyhez folyamatosan ninhidrint kevernek. A ninhidrin az amino​savakkal színes vegyü​letet képez. Szín természetesen csak akkor jelenik meg, ha van amino​sav az elegyben. Az elegyet spektrofotométerbe vezetik, és a szín​inten​zitást mérik 570 nm hullámhosszon. A foto​méter által szolgáltatott jelet egy írószerkezet jeleníti meg. Az amino​savak milyenségére a kromatogramban elfoglalt hely utal, míg egy adott amino​sav mennyisé​gét a csúcs alatti terület adja meg. Az alábbi kromatogramon az aminosavelegy 16 amino​savjának kromatogramja látható. A hidrolízis során ammónia is képződik, ezért az ammónia is megjelenik a kromatogramban. 
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Az aminosavelegy 17. aminosavja, a prolin, szekunder amin, ezért a ninhidrinnel képzett szí​nes vegyület színintenzitását 440 nm hullámhosszon szokás mérni.
12.10. A peptidek aminosavsorrendjének meghatározása

Egy dipeptidben a két aminosav kétféle módon kapcsolódhat egymáshoz. Az első esetben a glicin az N-terminális és az alanin a C-terminális aminosav, míg a második esetben a helyzet fordított.
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Egy tripeptidben hat, míg egy oktapeptidben már 40 000 a kapcsolódási lehetőségek szá​ma. Alapvető fontosságú tehát a kapcsolódási sorrend, az aminosavszekvencia meghatáro​zása. A karbopeptidáz A enzim specifikusan csak a C-terminális aminosavakat hasítja le, az arginint és a lizint kivéve. Ezek lehasítására alkalmas viszont a karbopeptidáz B.

Az N-terminális aminosav meghatározására a peptidet fenil-izotiocianáttal (Edman-rea​gens) reagáltatják. Ez a reagens az N-terminális aminosav NH2-csoportjaival  reagál. A kapott terméket híg HCl-oldattal hidrolizálják. Ilyen körülmények között csak az N-terminális ami​nosav peptidkötése bomlik el, és az N-terminális aminosav és az Edman-reagens komplexe lehasad. Ismert összetételű minták kromatogramjaival összehasonlítva megállapít​ható, hogy mi volt az N-terminális aminosav.
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A hidrolízis után az eredeti peptid második aminosavja válik N-terminális aminosavvá. Ez újra reagálhat az Edman-reagenssel. A folyamatot automatizálták, és egy ilyen berendezéssel a peptidek aminosavösszetételének meghatározása könnyen elvégezhető. 20-30 ciklus után azonban a melléktermékek felhalmozódása miatt a meghatározás már pontatlanná válik.

12.11. Hosszabb peptidláncok aminosavsorrendjének meghatározása

Az Edman-reagens alkalmazásakor 20-30 ciklus után a meghatározás már pontatlanná válik. Emiatt hosszabb polipeptidek  esetében úgy járnak el, hogy részleges hidrolízist hajtanak vég​re, amelynek során az eredeti polipeptid kisebb részekre hasad, és a fragmensek szekven​ciáit külön-külön határozzák meg.

Az egyes fragmensek aminosavsorrendjének meghatáro​zása után ezeket megfelelő sor​rendben össze kell illeszteni. Az összeillesztés az átfedések segítségével végezhető el. Ennek elvét egy oktapeptid, az angiotenzin II példáján keresztül mutatjuk be:

1. az aminosavanalízis szerint az angiotenzin II aminosavösszetétele a következő: Arg, Asp, His, Ile, Phe, Pro, Tyr, Val.

2. Az Edman-módszer szerint az Asp az N-terminális aminosav.

3. A peptid híg sósavval végzett részleges hidrolízise 5 fragmenset eredményezett. A frag​mensek szerkezetét az Edman-módszerrel meghatározva a következő eredményeket kapták:

                                       Asp-Arg-Val

                                       Ile-His-Pro

                                       Arg-Val-Tyr

                                       Pro-Phe

                                       Val-Tyr-Ile

A fragmenseket az átfedések révén összeillesztve megkapjuk az oktapeptid szerkezetét.
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Egy oktapeptid szekvenciája természetesen közvetlenül is meghatározható lenne az Edman-mód​​szer segítségével, de az összeillesztés elve egy egyszerűbb peptid esetében is ugyanaz, mint egy hosszabb peptid esetében. 
12.12. A peptidek szintézise

Ha ismerjük egy peptidben az aminosavak sorrendjét, elvben lehetőség nyílik a peptid elő​állí​tá​​sára. Egy aminosav azonban bifunkciós molekula, és mindkét funkciós csoportja részt vehet a pep​tidkötés kialakításában. Így például a glicin és az alanin kétféle módon kapcsolódhat össze.

Gly-Ala     Ala-Gly
Ráadásul az aminosavak egymással is reagálhatnak, így négyféle termék kialakulására van lehetőség. 

Gly-Gly    Ala-Ala
A megoldást a védőcsoportok alkalmazása jelenti. A védőcsoport egy olyan csoport, amelyik egy adott funk​ciós csoporthoz kapcsolódva dezaktiválja azt a reakció során, de a reakció végén könnyen el lehet távolítani.

Ha egy reakció során csak azokat a funkciós csoportokat hagyjuk szabadon, amelyeket reagáltatni akarunk, míg az összes többit védőcsoporttal védjük, egyedül csak a kívánt termék fog képződni. Az alábbi sémán például csak a nitrogénen védett glicin karboxilcsoporja tud reagálni a védett karboxilcsoportot tartalmazó alanin nitrogénjével.
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Az ami​no​​csoportokat például savamiddá lehet alakítani, a savamid pedig nem reak​ció​ké​pes vegyület. A reakció végén azután a savamid aminná alakítható vissza.
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Az aminosavak savamiddá alakítására szénsavszármazékokat használnak, mert ezekben a molekulákban két elektronegatív atom is kapcsolódik a karbonilszénhez, ezért nagyon reaktív vegyületek, és már enyhe körülmények között is képesek nukleofil szubsztitúciós reakciókban részt venni, az enyhe reakciókörülmények pedig nagyon fontosak a peptidszintézisek során, mert a képződő peptidek érzékeny vegyületek.  
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Az összes peptidkötés kialakítása után a tervezett peptid védett származékát kapjuk meg, ezért a szintézis befejező lépése a védőcsoportok eltávolítása. A nitrogén védőcsoportjait könnyen el lehet távolítani szén hordozóra felvitt pallá​diumkatalizátor (Pd/C) és hidrogén segítségével.

12.13. A szilárdfázisú-peptidszintézis 

Egy peptidszintézis során nagyon fontos az, hogy az egyes lépések teljes mértékben végbe​men​jenek. Ellenkező esetben a lánchosszúság növekedésével a hibás szekvenciák valószínű​sége nagy mértékben megnő. Lényeges előrelépést jelentett a peptidszintézisben a szilárd​fá​zi​sú-peptidszintézis kifej​lesztése (Merrifield, 1969, Nobel-díj, 1984), mert sokkal gyorsabbá és egyszerűbbé tette a szintézist.
Ennél a módszernél a peptidszintézist egy oszlopban hajtják végre, amelyet meg​felelő funk​ciós csoportokat tartalmazó polimerrel töltenek meg. Az első lépésben a nitrogénen védett aminosav karboxilcsoportját a polimer funkciós csoportjával rea​gál​tat​va az aminosavat a polimerhez kötik.   
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Ezt követően az aminocsoport védőcsoportját savas mosással távolítják el.
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A védőcsoport eltávolítása után a vázhoz kapcsolódó első aminosav szabad NH2-csoportja alkalmas arra, hogy egy nitrogénen védett második aminosav karboxilcsoportjával reagálni tudjon. 
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Az oszlopot elhagyó elegy analizálható, és a reakció addig végezhető, míg a második amino​sav kapcsolódása teljes mértékben végbe nem megy. A melléktermékek az oszlop mosásával eltávolíthatók. A képződött dipeptidhez egy harmadik aminosav is hozzákapcsolható, és ezek a lépések sokszor ismételhetők. A szintézis befejezése után a vázhoz kötődő peptid enyhe savas hidrolízissel távolítható el.

A folyamat automatizált, és 50 aminosavból álló polipeptidek szintézisére is alkalmas. Na​gyobb molekulák esetén az egyes fragmenseket állítják elő ezzel a módszerrel, majd pedig ezeket a részeket a klasszikus módszerrel kapcsolják össze.
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