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La compréhension fine de la complexité des processus électrochimiluminescents (ECL) permet de proposer
de nouvelles stratégies analytiques basées sur des nanoélectrodes ou des objets originaux remplissant une
fonction analytique, tels que des « nageurs » luminescents. Ce propos est illustré dans cet article par
quelques travaux s’inscrivant dans cette dualité féconde de 'ECL entre la photochimie et I'électrochimie.
Electrochimiluminescence, immunodosage, photochimie, électrochimie bipolaire.

Analytical applications of electrochemiluminescence

Electrochemiluminescence (ECL) processes are complex but their fine understanding allows the conception
of new analytical methods based on nano-objects or smart analytical devices such as light-emitting
« swimmers ». In this article, ECL potential is illustrated with a selection of recent works. This highlights well
the duality of ECL taking benefit from the combination of photochemistry and electrochemistry.
Electrochemiluminescence, immunoassay, photochemistry, bipolar electrochemistry.

J ¢lectrochimiluminescence (ECL) est un phénoméne
d’émission de lumiere par un luminophore porté a I’état
excité suite a une réaction électrochimique initiale [1] ; elle
associe donc intimement I'électrochimie et la photochimie.
L’ECL a trouvé de nombreuses applications bioanalytiques
du fait de ses caractéristiques intrinseques remarquables :
grande sensibilité, linéarité du signal, sélectivité, génération
in situ des réactifs [2]. Le luminophore est classiquement
utilisé comme marqueur pour le diagnostic médical.

Plus de 150 immunotests basés sur I'ECL sont actuelle-
ment commercialisés(’) pour des pathologies variées allant de
maladies cardiaques a la détection de marqueurs tumoraux,
etc. [2a). Dans ces immunodosages de type sandwich, des
billes magnétiques sont utilisées pour attacher un anticorps
de capture [3]. En présence de I'antigene cible, un anticorps
de détection est reconnu et un dérivé d’un complexe de ruthé-
nium est utilisé comme marqueur (figure 71a). Les systémes
modeles ECL sont constitués d’un luminophore tel que le
complexe de Ru(bpy)g+ et de la tri-n-propylamine (TPrA)
comme co-réactif sacrificiel. L’oxydation de ces deux com-
posés induit une cascade de réactions, impliquant des radi-
caux a courtes durées de vie et de différents potentiels redox,
qui va conduire in fine a la formation de I'état excité.

Différentes voies mécanistiques ont été proposées pour
expliquer les observations expérimentales [4]. Cependant,
ces mécanismes ne permettent pas d’expliquer I’excellente
sensibilité des immunodosages utilisant des billes micromé-
trigues comme support. Une voie alternative proposée par
Bard et coll. implique seulement I'oxydation électrochimique
du co-réactif TPrA [4a]. Les radicaux ainsi produits, TPrA®*
et TPrA®, diffuseraient sur des distances micrométriques
pour générer I'état excité plus loin de I’électrode.

Afin d’extraire des informations optiques et cinétiques
pertinentes sur ces immunodosages, notre approche a
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reposé sur I'imagerie 3D de la distribution de I'intensité ECL
[5]. Nous avons pu montrer que la bille se comportait opti-
quement comme une lentille [6] et focalisait I'intensité lumi-
nescente en son centre, d’ol une concentration du signal ECL
(figure 1b). A partir de la distribution de I'intensité ECL obser-
vée de profil (figure 1c), nous avons pu remonter, en collabo-
ration avec F. Kanoufi (Laboratoire ITODYS, Paris), a la durée
de demi-vie du radical cation TPrA®* (0,24 ms) qui gouverne
la formation des gradients de concentration de TPrA®* et de
TPrA®. Ces deux espéces peuvent diffuser et réagir avec le
luminophore immobilisé [5]. L’intensité maximum est atteinte
dans la zone réactive ou les concentrations de ces deux radi-
caux sont simultanément les plus importantes. Seuls les lumi-
nophores situés dans la région de 3 um de distance a
I’électrode peuvent étre excités par cette voie mécanistique.
Cela définit la dimension optimale pour les billes utilisées en
immunodosage ECL avec ce co-réactif modéle.

La compréhension de ce mécanisme ECL nous a permis
de développer un nouveau type d’immunodosage pour lequel
nous avons séparé spatialement la zone ou les biomolécules
sont immobilisées de la zone ou les réactions électrochi-
miques se produisent. Nous avons ainsi utilisé des réseaux
de nanoélectrodes d’or préparés a partir de membranes
« track-etched » de polycarbonate (PC). Les biomolécules
s’adsorbent spontanément sur le PC [7]. En collaboration
avec P. Ugo (Université de Venise), nous avons développé un
test d’immunodosage fondé sur cette stratégie analytique
pour le diagnostic de la maladie de cceliaque [8]. Il s’agit d’une
pathologie auto-immune qui se manifeste par une intolérance
au gluten. Le but est de détecter le niveau de I'anticorps anti-
transglutaminase (anti-tTG) dans le sérum sanguin. La pro-
téine de capture utilisée est la transglutaminase (tTG) qui est
directement immobilisée sur le PC en une seule étape. Le
réseau est ensuite mis en présence de I’échantillon sanguin
contenant I'analyte cible (i.e. anti-tTG). Un anticorps secondaire
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une anode ou I'ECL est générée [11]. L’idée
ici est d’utiliser comme co-réactif ECL une
espéce dont la production dépend directe-
ment de la concentration locale en glucose.
En effet, une enzyme de type déshydrogé-
nase est ajoutée en solution car elle oxyde le
glucose en utilisant comme co-facteur le
NAD*, lequel est transformé en NADH
(figure 2). En solution, seul le NADH permet
d’initier le mécanisme ECL. De ce fait, la bille
n’émet de lalumiére qu’a partir d’une position
haute dans le capillaire ou le glucose est pré-
sent [12]. Ce couplage original entre ECL et
EBP permet d’envisager de nombreuses
applications pour la détection en temps réel
et 'imagerie de gradients moléculaires.

Figure 1 - a) Immunodosage de type sandwich réalisé au niveau de billes micrométriques.
b) Image ECL d’une bille de 6 um de rayon en vue de dessus. ¢) Images en photoluminescence
(PL) et en ECL d’'une méme bille en vue de profil. La zone hachurée représente la réflexion de la
PL de la bille sur la surface de I'électrode. Barre d’échelle : 10 um.
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Figure 2 - « Nageurs ECL » bipolaires couplés a une réaction enzymatique pour
explorer et analyser un gradient de concentration de glucose.

biotinylé sert de relai dans la chaine de bioreconnaissance.
Enfin, une streptavidine fonctionnalisée par un marqueur
dérivé de Ru(bpy)g+ permet d’accrocher le marqueur ECL
dans le cas d’un échantillon positif contenant I’anticorps cible
anti-tTG. L’oxydation de la TPrA au niveau des nanoélec-
trodes d’or génére des flux locaux importants de TPrA®* et
de TPrA*® qui réagissent avec le marqueur immobilisé et indui-
sent le signal ECL. Ce dispositif d’analyse a donné des résul-
tats remarquables sur des échantillons de sérum de patients
avec une réponse linéaire en concentration entre 1 ng/mL et
10 pg/mL.

Le développement d’objets miniaturisés capables de
s’auto-propulser de fagon autonome et éventuellement
d’accomplir des fonctions analytiques a attiré 'intérét de la
communauté scientifiqgue au cours de la derniére décennie [9].
En associant I’électrochimie bipolaire (EBP) [10] et 'ECL, nous
avons récemment montré qu’il était également possible de
concevoir des « nageurs ECL » (figure 2) capables d’analyser
une solution présentant un gradient de concentration en ana-
lyte (glucose) [11]. L’EBP consiste a appliquer un champ élec-
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