Thiol Disulfide Homeostasis
Thiols, also known as mercaptans, are a class of organic compounds that contain a sulfhydryl group (–SH) composed of a sulphur atom and a hydrogen atom attached to a carbon atom. The plasma thiol pool is mainly formed by albumin thiols, protein thiols and slightly formed by low-molecular-weight thiols such as cysteine (Cys), cysteinylglycine, glutathione, homocysteine and γ- glutamylcysteine.
Thiols (RSH) can undergo oxidation reaction via oxidants and form disulphide (RSSR) bonds. A disulphide bond is a covalent bond; the linkage is also called a SS-bond or disulphide bridge. Under conditions of oxidative stress, the oxidation of Cys residues can lead to the reversible formation of mixed disulphides between protein thiol groups and low-molecular-mass thiols. The formed disulphide bonds can again be reduced to thiol groups; thus, dynamic thiol–disulphide homeostasis is maintained. 
Dynamic thiol disulphide homeostasis status has critical roles in antioxidant protection, detoxiﬁcation, signal transduction, apoptosis, regulation of enzymatic activity and transcription factors and cellular signalling mechanisms. Moreover, dynamic thiol disulphide homeostasis is being increasingly implicated in many disorders. There is also a growing body of evidence demonstrating that an abnormal thiol disulphide homeostasis state is involved in the pathogenesis of a variety of diseases, including diabetes [1-3], cardiovascular disease [4-10], cerebrovascular disase [11],  malignacies [12], ankylosing spondylitis [13], preeclampsia [14,15], Alzheimer's disease [16], migraine  [17], infections [18,19],   and various disorders. Therefore, determination of dynamic thiol disulphide homeostasis can provide valuable information on various normal or abnormal biochemical processes.  This easy, practical, fully automated and also optionally manual spectrophotometric assay can be used to determine plasma dynamic thiol/disulphide homeostasis.
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· Native Thiol Status  (-SH)	(Kit 100 test)
· Dynamic Disulfide Status (-S-S-)	Hesaplama Parametresi		
· Total (Oxidized and Reduced) Thiol Status (-SH + -S-S-)   (Kit 100 test)
· Reduced Thiol Ratio [(-SH)/ (-SH + -S-S-)]X 100	Hesaplama parametresi	
· Oxidized Thiol (disulfide) Ratio [(-S-S-)/ (-SH + -S-S-)] X 100  (Hesaplama Parametresi
· [bookmark: _GoBack]Thiol Oxidation Reduction Ratio  [[(-SH)/ (-S-S-)]X 100	(Hesaplama parametresi	

Priniciple of the Assay
Reducible disulphide bonds were reduced to form free functional thiol groups.  Unused reductant sodium  borohydride  was  consumed  and removed with formaldehyde, and all thiol groups including reduced and native thiol groups were determined  after  the  reaction  with  5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic)  acid  (DTNB).  Half of the difference between the total thiols and the native thiols was recorded as the dynamic disulphide amount. After the native thiols (SH) and total thiols were determined, disulphide (SS) amounts, disulphide/total thiol percent ratios (SS/SH+SS), disulphide/native thiol percent ratios (SS/SH), and native thiol/total thiol percent ratios (SH/SH+SS) were calculated [20].
Application parameters of the assays
Sample volume:		 	10 μL
R1 volume (for total –SH):	 	10 μL 
R1′ volume (for native –SH):	 	10 μL 
R2 (2′) volume:			 	110 μL, 
R3 (3′) volume:			 	10 μL.
Wavelength (main wavelength):  	415 nm, secondary wavelength 700 nm, (optionally bichromatic).
Reading point:        			End-point, increasing measurement; the ﬁrst absorbance is taken before the mixing of R2 and R3 and the last absorbance is taken when the reaction trace draws a plateau (assay duration is about 10 min).
Calibration type: 			Linear 
The disulphide parameter is a value which can be calculated automatically as half of the difference of the two measured values. The assays can also be performed by manually using spectrophotometers or multiwell readers. All volumes of the samples and reagents must be increased at the same ratio. Use of a second (side) wavelength is optional.
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                                 Figure. Reaction kinetics of the assays. 
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Tiyol Disülfid Homeostazı
Merkaptan olarak da bilinen tiyoller, bir kükürt atomundan ve bir karbon atomuna bağlı bir hidrojen atomundan oluşan bir sülfhidril grubu (-SH) içeren bir organik bileşikler sınıfıdır. Plazma tiyol havuzu temel olarak albümin tiyolleri, protein tiolleri ve hafif sistein (Cys), sisteinilglisin, glutatyon, homosistein ve glu-glutamilsistein gibi düşük moleküler ağırlıklı tiollerden oluşur.
Tiyoller (RSH) oksidanlar yoluyla oksidasyon reaksiyonuna girebilir ve disülfit (RSSR) bağları oluşturabilir. Bir disülfür bağı bir kovalent bağdır; bağlantı ayrıca bir SS-bağ veya disülfür köprüsü olarak da adlandırılır. Oksidatif stres koşulları altında, Cys kalıntılarının oksidasyonu, protein tiyol grupları ve düşük moleküler kütleli tiyoller arasında tersinir karışık disülfür oluşumuna yol açabilir. Oluşan disülfit bağları tekrar tiyol gruplarına indirgenebilir; Böylece, dinamik tiyol-disülfid homeostazı korunur.
Dinamik tiyol disülfit homeostazının durumu, antioksidan koruma, detoksifikasyon, sinyal iletimi, apoptoz, enzimatik aktivitenin düzenlenmesi ve transkripsiyon faktörleri ve hücresel sinyalleşme mekanizmalarında kritik rol oynar. Ayrıca, dinamik tiyol disülfit homeostazı, birçok rahatsızlığa giderek daha fazla dahil olmaktadır. Ayrıca, anormal bir tiyol disülfid homeostazı durumunun, diyabet [1-3], kardiyovasküler hastalık [4-10], serebrovasküler hastalık [11], maligniteler de dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynadığını gösteren artan bir kanıt organı vardır. [12], ankilozan spondilit [13], preeklampsi [14,15], Alzheimer hastalığı [16], migren [17], enfeksiyonlar [18,19] ve çeşitli bozukluklar. Bu nedenle, dinamik tiyol disülfid homeostazının belirlenmesi, çeşitli normal veya anormal biyokimyasal işlemler hakkında değerli bilgiler sağlayabilir. Bu kolay, pratik, tamamen otomatik ve ayrıca isteğe bağlı olarak manuel spektrofotometrik analiz, plazma dinamik tiyol / disülfit homeostazını belirlemek için kullanılabilir.


Testin Prensibi
İndirgenebilir disülfit bağları serbest fonksiyonel tiyol grupları oluşturmak için azaltıldı. Kullanılmayan indirgeyici sodyum borohidrid tüketildi ve formaldehit ile çıkarıldı ve indirgenmiş ve doğal tiyol grupları dahil olmak üzere tüm tiyol grupları, 5,5-ditiobis- (2-nitrobenzoik) asit (DTNB) ile reaksiyondan sonra belirlendi. Toplam tiyoller ve doğal tiyoller arasındaki farkın yarısı, dinamik disülfür miktarı olarak kaydedildi. Doğal tiyoller (SH) ve toplam tiyoller belirlendikten sonra, disülfür (SS) miktarları, disülfid / toplam tiyol yüzde oranları (SS / SH + SS), disülfid / doğal tiyol yüzde oranları (SS / SH) ve doğal tiyol / toplam yüzde tiyol oranları (SH / SH + SS) hesaplandı [20].

















image1.png




image2.png




image3.png
Absorbances (412 nm/700 nm)

0.5

04

0.3

0.2

0.1

0.0

Assays & Samples

Plasma Sample
« Total Thiol Assay
> Native Thiol Assay

Deionised Water
o Total Thiol Assay
» Native Thiol Assay

g
g
H
82 x
§2E
iz e
285
28 e
£3 .
S S
.
£
g
2 2
X 5
3
85
< 5 k3
& B
£
[Seeeoeeeet,
PO OO CEEDOC DD
e
| conmoons.
T SRR EEPReERe
0 100 200 300 400 500 600

Time, Seconds




