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A méretkizárásos kromatográfia (SEC, az an-
gol „size exclusion chromatography” megnevezés 
alapján) széles körben alkalmazott a terápiás fe-
hérjék aggregátumainak meghatározására. Régeb-
ben használták a gélszűrés (gel filtration) elneve-
zést, amelynél a gravitáció volt a folyadékáramlást 
biztosító erő. Nagy előnye ennek a kromatográfiás 
módnak, hogy enyhe körülményeket használ (vizes 
mozgófázis, környezeti hőmérséklet, viszonylag kis 
nyomás, fiziológiás körüli mozgófázis pH) ezért a 
fehérjéket a természetes konformációs szerkezetü-
ket megtartva tudjuk elválasztani. Az utóbbi évek-
ben - a többi kromatográfiás módhoz hasonlóan 
– a méretkizárásban is megjelentek a kis szemcse-
méretű töltetek és a korábbihoz képest rövidebb 
és kisebb átmérőjű kolonnák. Ma már a méretki-
zárásos kromatográfiánál is megkülönböztethetjük 
a hagyományos (konvencionális, HP-SEC) és az 
ultranagy-nyomású (UHP-SEC) módokat [1]. 
Méretkizárásos kromatográfiában, a makromole-
kulákat az un. hidrodinamikai átmérőjük alapján 
választjuk el. Az állófázis jól kontrolált pórus-mé-
retű és eloszlású szemcsés töltetből áll, sokszor 
olyan felületi módosítást alkalmazva, hogy a felü-
lettel lehetőleg ne (vagy csak kis mértékben) ala-
kuljon ki kölcsönhatás. Ez alapvető ahhoz, hogy a 
makromolekulák elválasztását az oldatban felvett 
méretük szabja meg. Ha a termodinamika tech-
nikus terminusait használjuk, akkor azt mondjuk, 
hogy az elválasztást az entrópia szabja meg. A fo-
lyadékkromatográfiásan kis molekulatömegű anya-
gok elválasztásánál a visszatartás és az elválasz-
tás alapja a komponensek eltérő kölcsönhatása az 
állófázissal, ugyanez vonatkozik a biopolimerekre 
is, ha fordított fázisú, ioncserés vagy hidrofób köl-
csönhatású kromatográfiás módszert használunk. 
A méretkizárásnál nem beszélhetünk erről - az el-
térő kölcsönhatásokon alapuló megoszlásról -, ha-
nem inkább  szűrésről, ahol a szűrőágy a szemcsés 
töltetből áll, és a szemcsék eltérő átmérőjű póru-
sokat tartalmaznak. A gyakorlatban, sajnos az ál-
lófázissal való kölcsönhatást nem minden esetben 
tudjuk kizárni. Felléphet  hidrofób, ioncserés, vagy 
ionkizárásos kölcsönhatás, amelyek befolyásolják 
a komponensünk elúciós idejét is és a csúcsalakját 

vagy szélességét. A gyakorlati elválasztások során 
arra törekszünk, hogy ezeket a kölcsönhatásokat 
csökkentsük (pl. a mozgófázis pH helyes megvá-
lasztásával, só vagy kis mennyiségű szerves oldó-
szer hozzáadásával). Ha sikerül ezeket a kölcsön-
hatásokat kiküszöbölni, akkor a kisebb molekulák 
több időt fognak eltölteni a pórusokban, míg a na-
gyobbak kevesebbet, hiszen csak a pórusok egy 
részébe tudnak bediffundálni, kizáródnak onnan és 
így gyorsabban haladnak a mozgófázissal. Tehát a 
nagyobb molekulák hamarabb, a kisebbek később 
eluálódnak. Az 1. ábrán példát mutatunk be egy 
terápiás fúziós-fehérje aggregátumainak illetve ne-
héz- (Hc) és könnyű-lánc (Lc) fragmensének elvá-
lasztására. Az elválasztást egy 300 x 4,6 mm-es 
(3 µm szemcseátmérőjű és 290 Å pórusátmérőjű) 
kolonnán végeztük.

A másik lényeges különbség az eltérő kölcsönha-
táson alapuló folyadékkromatográfiás és a méret-
kizárásos kromatográfia között, hogy az utóbbi 
módszernél a maximális elúciós térfogat megegye-
zik a pórustérfogat és a szemcsék közötti térfogat 
összegével. Ez, az eltérő kölcsönhatáson alapuló 
kromatográfiás módszereknél megadja a holttérfo-
gatot. Érdemes átgondolni, hogy ebben a kroma-
tográfiás módban a komponenseink elúciós ideje 
kisebb lesz a hagyományos értelemben vett holt-
időnél (te<t0). A 2. ábrán sematikusan szemlél-
tetjük az un. belső-, külső- és teljes pórustérfogat 
(porozitás) szerepét a méretkizárásos elválasz-
tásra. Teljes kizáródásnál a makromolekula min-
den pórusból kizáródik  és a mozgófázissal együtt 
a szemcsék közötti térfogatban áramlik. Ez lesz a 
hasznos elúciós tartomány kezdetét meghatározó 
elúciós idő vagy térfogat (méretkizárásos kroma-
tográfiában gyakran adjuk meg az elúciót térfogat-
ban). A belső porozitás pedig meghatározza azt a 
molekulaméretet ami még teljes mértékben bejut 
a belső pórusokba, ez lesz a hasznos elúciós tar-
tomány végpontja. Tehát a hasznos elúciós tarto-
mányt a belső- (pórustérfogat) és külső- (szem-
csék közötti térfogat) porozitás viszonya határozza 
meg. Hasonlóan a visszatartásos (szorptív) kroma-
tográfiás módokhoz, a méretkizárásban is gyakran 
használják a „retenciós” tényezőt, persze itt mást 
értünk rajta. Gyakran k*-gal jelölik és a következő 

1. ábra: Terápiás fúziós-fehérje aggregátumainak és fragmen-
seinek elválasztása hagyományos 300 x 46 mm kolonnán
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formában írható fel: k*=(Ve-Vext)/Vext. Könnyen 
belátható, hogy k*-nak van egy maximum érteke, 
k*max=Vp/Vext. Korszerű kolonnákkal ez a ma-
ximum érték általában k*~2 adódik. Annak, hogy 
nem visszatartott komponenseket választunk el, 
egy másik következménye is van, nevezetesen a 
kromatográfiás csúcs szélesedése. A csúcsvarianci-
át meghatározza a visszatartás. Mivel itt a klasszi-
kus visszatartás (k) zéró, ezért rendkívül keskeny 
csúcsok várhatók amelyeket nagyban befolyásol-
hat a készülék oszlopon kívüli térfogataiban leját-
szódó zónaszélesedés.

Azt is fontos megemlíteni, hogy a töltet átlagos pó-
rusmérete és pórusméret eloszlása pedig megha-
tározza azt a molekulaméretet (tömeget), amelye-
ket megfelelően el lehet választani. Például kisebb 
fehérjék (15-80 kDa) elválasztására jól beváltak a 
150 - 200 Å pórusméretű töltetek, nagyobb anti-
testek és aggregátumainak (145 – 450 kDa) elvá-
lasztására pedig a 250 - 300 Å pórusúak.
A hagyományos SEC elválasztásokat nagy térfogatú 
kolonnákkal végezzük, melyek leggyakrabban 300 
mm hosszúságúak és 6 - 8 mm átmérőjűek. A nagy 
kolonna-térfogatra a már említett okok miatt van 
szükség, nevezetesen, hogy megfelelő pórustérfo-
gat álljon rendelkezésre az elválasztáshoz. Ennek 
megfelelően a hagyomás SEC mérések analízis ide-
je a 25-50 perces tartományba esik. Az elválasz-
tás gyorsításának legegyszerűbb módja a kolonna 
méret csökkentése és/vagy a mozgófázis térfogat-
áramának növelése. Ezt többször kihasználták már 
méretkizárásban, elsősorban szintetikus polimerek 
elválasztásakor [2,3]. Meg kell jegyeznünk, hogy 
a kolonnahossz csökkentéssel arányosan csökken 
az elérhető tányérszám is. Ezért viszont egyszerre 
hatékony és gyors elválasztást nem tudunk végez-
ni - ha csak a kolonna méretét csökkentjük. 
A kinetikai hatékonyság növelésére is szükség van, 
amit például a hőmérséklet növelésével lehet elérni. 

2. ábra: Elúciós tartomány értelmezése a méretkizárásos kro-
matográfiában: külső és belső porozitás szerepe

A megnövelt hőmérséklet azért is előnyös a mé-
retkizárásos kromatográfiában, mert a mozgófázis 
viszkozitása csökken, ennek megfelelően csökken 
a nyomásesés is, s a térfogatáramlási sebesség nö-
velhető. Park és kollégái mutattak be először 110 
◦C-os mozgófázissal végzett gyors SEC méréseket 
[4]. A szemcseméret csökkentése is jó lehetősé-
get ad arra, hogy egy rövid kolonnával is megfelelő 
tányérszámot tudjunk elérni. A hagyományos SEC 
kolonnák szemcsemérete az 5 – 10 µm-es tarto-
mányba esik. Néhány évvel ezelőtt méretkizárás-
ban is megjelentek az apró szemcsés töltetek, elő-
ször 2,5 majd 1,7 µm-es szemcseátmérővel (Waters 
BEH), nemsokkal később pedig 3 µm-es töltetek 
követték őket (Phenomenex Yarra). 2016-ban már 
több gyártó is kereskedelmi forgalomba bocsátotta 
az UHP-SEC kolonnáit (Agilent AdvanceBio 3 µm, 
Tosoh UP-SW3000 2 µm és Phenomenex Yarra 1,8 
µm). Ezek az UHP-SEC kolonnák a korábbi 300 mm 
x 6 mm helyett már 150 x 4,6 mm-es dimenzió-
val kerülnek kereskedelmi forgalomba. Ezekkel a 
kolonnákkal az analízis idő 5 perc alá is csökkent-
hető [5,6]. Azt azonban nem szabad elfelejtenünk, 
hogy kis szemcsés töltetekkel dolgozva, az ár amit 
fizetnünk kell az mindig a megnövekedett nyomás. 
Ezekkel az UHP-SEC kolonnákkal gyakran dolgo-
zunk 200 bar felett, de akár 500-600 bar nyomáson 
is. Sajnos ilyen körülmények között a nyomás- és 
hőérzékeny fehérjék, a fellépő nyíróerők és súrló-
dásból eredő hőmerséklet-gradiensek miatt bizony 
aggregálódhatnak az elválasztás során [5]. Ennek 
az lesz a következménye, hogy nem a valós – min-
tában jelenlevő – aggregátum mennyiséget fogjuk 
mérni, hanem az általunk „mesterségesen” előállí-
tottat. Ez nem minden fehérjére igaz, de bizonyos 
monoklonális antitest családok hajlamosak nyomás 
indukált aggregációra. A nagy nyomáson létrejövő 
fehérje asszociáció és aggregáció jól ismert jelen-
ség [7,8,9]. Tehát UHP-SEC kolonnákkal dolgozva 
– ha azokat fehérje aggregáció meghatározásra 
alkalmazzuk – mindig érdemes olyan körülménye-
ket választani, hogy az oszlopon létrejövő nyomás 
ne legyen túl nagy (pl. Δp < 200 bar). A 3. ábrán 
példát mutatunk be monoklonális antitest kolonnán 
létrejövő hőmérséklet- (A) és nyomás-indukált (B) 
aggregációjára. Az ábrán a 4-5 perc közötti elúciós 
tartományban figyelhetjük meg az aggregátumo-
kat. Gyakran fordul elő az is, hogy ha ugyanazt a 
fehérje mintát megmérjük hagyományos (HP-SEC) 
és UHP-SEC körülmények között, bizony más-más 
aggregátum mennyiséget mérünk. 
További lehetőség az elválasztás gyorsítására, hogy 
nem egy, hanem kettő kolonnán dolgozunk amiket 
párhuzamosan üzemeltetünk. Még jobban járunk, 
ha a két kolonnán az injektálások idejét „össze-
fonjuk” (parallel interlaced SEC), nem várjuk meg 
amíg a számunkra érdektelen elúciós tartomány 
(pl. a monomer csúcsot követő tartomány) végig 
fut, hanem már előtte injektáljuk a következő min-
tát a másik oszlopra [10]. A 4. ábrán ilyen „pár-
huzamosan-összefont” SEC elválasztással kapott 
kromatogramokat mutatunk be. Ma már az ilyen 
elválasztás technikai háttere (szelepek, oszlop vál-
tók vezérlése), rutinban is rendelkezésre áll.
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A kis mennyiségben rendelkezésre álló fehérje 
mintákból történő aggregáció-meghatározás érzé-
kenységének növelésére a kapilláris kolonnák al-
kalmazása is jó lehetőség. Ekkor az oszlopon kívüli 
térfogatok szerepe jelentős, nagyban ronthatják az 
elválasztás hatékonyságát. Feltehetőleg ezért sem 
terjedt még el a kapilláris SEC kromatográfia. Né-
hány alkalmazást azonban már közöltek, amelyek-
ből említésre méltó az antitestek fragmenseinek 
elválasztása amit 300 mm x 300 µm kolonnán vé-
geztek [11,12].
Végül meg kell említenünk, hogy a gyakorlatban 
a SEC kolonnák élettartama elmarad a más típusú 
(pl. RP, IEX, HIC) kolonnák élettartamától. Tovább 
bonyolítja a dolgot, hogy a SEC kolonnák mesz-
sze a legdrágábbak az összes más típusú kolonná-
hoz képest. A kolonnák élettartamát valószínűleg 
a terápiás fehérje oldatokban lévő segédanyagok 
(poliszorbátok, sók, PEG) is csökkentik. Érdemes 
előtét kolonnát alkalmazni és rendszeresen mos-
ni, regenerálni az oszlopot. Az irodalomban szá-
mos SEC kolonna tisztítási protokoll áll rendelke-
zésünkre (pl. 10-20% szerves oldószer adása a 
mozgófázisba ami segíthet a megkötődött hidrofób 
komponensek eltávolításában, vagy nátrium-azid 
hozzáadása ami a bakteriális szennyeződések eltá-
volítására alkalmas).

3. ábra: Hőmérséklet (A) és nyomás (B) okozta oszlopon 
létrejövő aggregátumok UHP-SEC elválasztás során

4. ábra: „Párhuzamosan összefont” (parallel interlaced) SEC 
elválasztással kapott kromatogram 
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