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"�!�"���� (total knee arthroplasty: TKA) 
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��"�����
"�,�
���������� !���������!���".	�
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	&�'������� !����&�'���������&#�#��	
�!���������)	�!���!
	&�'����
��� !����"�!	��	 (4, 5, 6) 

.�����/1�2��
� Di Cesare PE. &�'�3' )	#6 �./.2005 ���!����.u����
������	� (cytokines) ��%&�! interleukin 6 (IL-6) �����v	u���)�%)	�����	�.k�����"������'���
���"�,�
���������� !����)	 *%#+����$�u���� !����"#��$�	�%
"�!�"������% ������!������� 
(sensitivity) ����.u�"��'(specificity) positive predictive value, negative predictive value 
&�'����v*��%
� (accuracy) "�!���� 1.0, 0.95, 0.89, 1.0 &�' 97% ����u���� �����$���
"��$��1�	�
� IL-6 �����	
�������'������"�,�
���"�3�%
"�����
� *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%

"�!�&�'�%
�'���"���� ���	��	�����v	u���)�%)	�����	�.k����� *%#+��)	���'�����!����%(7)  

.����$ !�	������!�	)�-!&����)�%�����u���-���"�,$
����'���
��"�����"�,�

�
� *%#+��)	�!���'�'&��� ���������� !����&�'������	
�*!)	���������"�!�	��	 &�!�u�����)	
 *%#+����$�u����"#��$�	�%
"�!�"����&�%�����'���"�,$
����
��"�����"�,�
�����"#0	"�,$
���$�u���- 
v1�&�%�!��'�'"���)	��� !����.' !�	�#	�	&�%������ ��������
��"�����"�,�
"����1�	��
��
�.
�u�)�%������2��(!�����1�	 v%���������
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� IL-6 ����!� ESR, CRP &�' 

(3��*�� ���	�����"�3�%
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��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"����"�!�	��	 &�'�!�	)�-!.'�u������.��)	 *%#+�� osteoarthritis 
(OA) �!����� *%#+�� rheumatoid arthritis (RA) )	�!����#����&��������� !����"�!�	��	 ���	��	
���/1�2�)	�����	��.1��u����/1�2�v1����������	
��
�  IL-6 ����!� ESR, CRP &�' 
(3��*��
 ���	�����"�3�%
"�!� )	 *%#+�� osteoarthritis  ��$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"��������&�!�!��
"��$��%	�!
	��� !���� .	v1��'�'"������������� !���� 6 "�,
	 &�'/1�2����23'���
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� IL-6, ESR, CRP &�' 
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#�'"��	������	������������� !����"#��$�	�%
"�!�"���� 

	
�.��	��	���/1�2���$ !�	��������!������������������	
(���� 
(polymorphism) �
���	  IL-6 )	���������*!��$ 7 "�	,
�!�	�
� promoter �1$���������� 303 �*!
"��  &�')	�u�&�	!���$ 174 �
� single nucleotide polymorphism (SNP) ��,
 SNP ��$��.��	��#{
(genotype) 3 ���23' ��%&�! GG, GC &�' CC �����������	
���������(��
���� 
(prevalence) 
(�������3� (incidence) ��,
 ����u�	��
�����
����������� ��%&�!        
� ��
� � � � "�
��  � ����
�"�, 
�&�� � �� �  ( atherosclerosis) � ���� � ).&�'��
�"�, 
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(cardiovascular) ����'"��� ���"�����	�	�����
�	�(��	 �����'�*���(	 ������"�,�
)	��'&�
����� &�'����%

��"��"�,�
���)	"��� (systemic-onset juvenile chronic arthritis) "#0	�%	(8) 
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�.��	��#{ SNP IL-6 ������
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1. "�,$
/1�2����.����'���&�'���"#��$�	&#���
� IL-6, ESR, CRP &�' 
(3��*��
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"�!� "�,$
)�%"#0	�!�������	�
� *%#+����$�������� !����"#��$�	�%
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2. "�,$
/1�2����������	
��'��!�� IL-6, ESR, CRP &�' 
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� 
)	 *%#+����$�������� !����"#��$�	�%
"�!�"���� 
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(�����
� IL-6 )	 *%#+������%
"�!�"�,$
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2. ��(!�����(� (control) "#0	
���������	#�����$��!��#�'�������"�������%
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�������
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&�'�(�������
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� 3 ���������.(5�����3� ����������� 
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��,�	 ���
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����$.u�"��'�!
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����
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�!�� �1$�.'v*�"������#��%
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(enzyme conjugate) ��������*!.'&�!���	���#.�����&
	���
����$"��,
� ��"
���%�1$�.'�1�	
�*!���
#����3��������$�%
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�!����&
	��".	�����!���.'.�����&
	���
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�.����	 

Ligation � ���"�,$
��!
���	�!�	�
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(�����#����(!	�!
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 circular DNA ��$��)	&����"��� 
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�	"
 ��,
 �#���	��$

�	). ���
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�	"
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� RNA 
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������	 � ��$)�%)	���"#0	&�!&���
�

�����%����"
�	"
���)��! 
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 )	
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Patients undergo TKA 

Operativ
e 

Pre-
operativ

Post -
operativ

Follow-up 

2 
weeks 

Collected 
synovial fluid 

Collected 
blood sample 

Measurement 
skin temperature 

Measurement  
level of IL-6 

Measurement  
level of CRP and ESR 
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weeks 

14 
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26 
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knee 

osteoarthritis 
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Classification  
genotype SNP of  IL-6  

Subject  
for control 



 
 

���������*�	���%
&  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patients undergo TKA  

Collected synovial 
fluid 

Measurement level of 
IL-6, ESR and CRP 

Measurement level 
of skin temperature 

Classification based on 
biochemical blood profile into 2 

Association with IL-6, ESR, CRP 
and skin temperature 

Knee osteoarthritis patients   
and Control group 

Collected blood  

Classification 
genotype of SNP IL-6 

Association with genotype and 
risk of knee osteoarthritis 

Analysis of restriction 
enzyme for -174 SNP IL-

6 



 
 

��	*
��
)����+��	�����1��	���%
& 
1. �,$	"�	
�����!�������	��	
��!
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-���'���.	��(��� (Knee Osteoarthritis) 

����%
"�!�"�,$
� "#0	�����$"���.�������$��'�*�
!
	 ���%
�����"�,$
������u�)�%
��'�*�
!
	��!�����v�
����	�u��	����% &�'������*-"����(3�������
�	�u����%
 (synovial fluid) 
���	��	)	�3'��$�%
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���'�*�
!
	 ���%
&�'"�������1���

�
���'�*�
!
	���)	�%
 "�,$
�%
"�!�"�,$
�����1�	�u�)�%��'�*�
!
	 (cartilage) ���	�������  ��
��(��' &�'"�������'�*��
��1�	��)��!"�����!� osteophytes "�,$
�%

��"����.'�������%��	�u����%
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"�!�"�,$
������v&�!���������(	&���
������%"#0	 5 �'��� �,
 grade 
0: Normal, grade 1: Doubtful narrowing of joint space and possible osteophytic lapping, 
grade 2: Definite osteophytes and possible narrowing of joint space, grade 3: Moderate 
multiple osteophytes, definite narrowing of joint space, some sclerosis and possible 
deformity of bone ends &�' grade 4: Large osteophytes, marked narrowing of joint 
space, severe sclerosis and definite deformity of bone ends. Subchondral cysts may be 
present. ������&�!������(	&�������!���������"�34��
� Kellegren &�' Lawrence �1$�
��.��3�.�����v!����������"�3�%
"�!� (9, 10) 

 

 
a)             b)      c) 
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"�!��1$�&�!���������(	&���
����)	&�!�'������
����"�34��
� Kellegren &�' Lawrence a) grade 0 b) grade 1 c) grade 2 d) grade 3 &�' 
e) grade 4 
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/B-�/��$ (Cytokines) 
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�'���*���(%���	&�'���
��"�� ������	������v

���
�:������.��
��� cytokine receptor �%�� affinity ��$�*��u�)�%�����v

���
�:��%&�%��#����3	%
� �����������
��	��� ��!
�'���*���(%���	�������23'��$�u���-�,
 �����)	���#��������*���(%���	 v%�"����
#�'"�� monocytes ��,
 macrophages v*���'�(%	�%�� lipopolysaccharide �
�&����"��� 
��,
 "�����'��	��� phagocytosis "#0	"��()�%�������%�� IL-1, IL-6 &�' tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) ���"��!�	�������&��! !�	 	����
�"�,
�&�'���	u�)�%"���� mononuclear 
cells ��������"�3��$�����
��"�� �u�)�%"���� lymphocytes ".��-"��$�.u�	�	&�'��'�(%	)�%�����
���$� proinflammatory cytokines 

�������1�	 .1��� ��!��"��$�&�'������--�3���
�
��	
��!
���'���
��"�� 

���.u����������	���$����(�����
��	
����'���
��"��"�����!� anti-
inflammatory cytokines "�!	 IL-4 ��%����� lymphocytes �!�	 IL-10 ��%����� monocytes 
&�' lymphocytes ���� IL-4 &�' IL-10 �� ���������$� proinflammatory cytokines �����$ IL-1, 
IL-6 &�' TNF-α "#0	�������(����������'�*� ������	�"��!�	����'�(%	)�% osteoclasts ��
�(�	(���	.1��� ��u�)�%"������������'�*�"��$��1�	 �1$�����%)	���'��$�����
��"�� "�!	 ������
"�,�
 �������"	,�
��'�*��
��%
"���� (periprosthetic osteolysis) &�'�u�)�%"����%
"��������
��
	 (loosening) �����������%

��"�� (inflammatory arthritis) "	,�
�
�����	�� "�!	 
pigmented villonodular synovitis �'"��� Ewing sarcoma &�'�'"�����$&��!��'.���#�����'�*�
�������v��%��&�'���$� proinflammatory cytokines��% 	
�.��	�� IL-6 
�.��������u���-)	
���"��������'�*��#�!��������������#�'.u�"�,
	 (postmenopausal osteoporosis) "���� 
ostoclasts �����v ���  IL-1, IL-6 &�' TNF-α &�'
�.��'�(%	)�%�����������'�*�
�!��
�!
"	,$
���� !�	������'�(%	���"����"
� (autocrine) "�!	 ��� giant cell tumor �
���'�*� ��
"���� osteoclasts .u�	�	��� "#0	�%	"���� osteoblasts �����v��%��&�'���$� IL-6 ����.��v*�
��'�(%	�%�� parathyroid hormone (PTH) ��,
 prostaglandins ���!� PTH �� ��u�)�%"������
������'�*������'�(%	)�%"���� osteoblasts ��%�� IL-6 &�'������!� IL-6 �����v��'�(%	)�%



 
 

"����".��-"��$�.u�	�	&�'"#��$�	&#��"#0	"���� osteoblasts &�'
�.�����v"#0	�����'�(%	)�%
�������%����'�*���%(11)  

�����$��#&�%� IL-6 ��%����.�� monocytes, macrophages, lymphocytes, 
endothelial cells, &�' fibroblasts �����v��'�(%	 hepatocytes )�%��%�� acute phase protein 
	
�.��	�� IL-6 ����������u���-)	��'��	���".��-"������
� B cells &�'�����%�� IgG, IgM 
&�' IgA �
� activated B cells .1���������u���-���� innate &�' adaptive immune 
response &�' IL-6 ��������v��'�(%	)�%��%�� neutrophils .������'�*� )	���'���"�,�
�(	&��
.'�������"��$��1�	�
� IL-6 �1$�"#0	 ���.�������'�(%	��� IL-1, TNF ���!� human herpes 
virus type 8 (HHV8) �����v��%���#���	��$������"��,
	��� IL-6 �1$��������u���-�!
������
"�,�
 HHV8 
���%��(12) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
�@���� 4  ����u���	�
�"�����	���!�� � "�,$
�����
��"�� 
 
 
 

 

 

 

 

  

 

  

 



 
 

 �
��	�	��������G*��(�*�*� (Erythrocyte Sedimentation Rate: ESR) ��� C-Reactive 
Protein (CRP) 
 

������.��� ESR "#0	������
����������
�"���"�,
�&��)	����� .��
���
�!�����.��$"#0	 whole blood �����$������
�"���"�,
�&��"����1�	 "	,$
�.��"���"�,
�&����
����v!��.u�"��'�����!������� 	
�.��	��&�%����"���.�������$"���"�,
�&�������"�������
�%
	��	)	���23'��$"�����!� Rouleaux formation �1$�#���&�%���$ ���
�"���"�,
�&��.'��#�'.(��
�u�)�%"���"�,
�&��"������ �����	"
� ���	��	)	���'#������"��� Rouleaux formation .1�"#0	�#
��%���&�!)	���'��$�����"��$��1�	�
� fibrinogen ��,
 globulin .'�u�)�%����"#0	#�'.(���
�
"���"�,
�&�������u�)�%���
���"���  formation ��%�!���1�	 ����	���!� ESR ���"#0	����!�	������
�������
�"���"�,
�&�� &�!"#0	����!�	 � �	��������	,��
������� ���	��	�!� ESR .'�*�
��!�#���)	���'��$�����
��"�� "	,$
�.�������"��$��
��'��� fibrinogen &�'�������%)	���'��$
�� acute &�' chronic infection  �%��(13) 

.�����/1�2���$ !�	�����!� IL-6 ��%����.��"����.u���� macrophages, 
monocytes, fibroblasts &�' T helper 2 lymphocytes "�,$
�����& �"����1�	&�%� IL-6 �����v
��'�(%	)�%���"��������%�� CRP &�' serum amyloid A protein "�,$
"������'���
��"��
�!��
"k������	 (acute inflammation)(14) CRP ��$v*���%����.��"������� (hepatocytes) .'v*�
����(���� proinflammatory cytokines ��%&�! IL-6 &�' IL-1 ������	%���$��$�u���-)	�'��
�*���(%���	�
� innate immune response "�,$
������u�����
�"	,�
"�,$
"����1�	 CRP .'�#��'�(%	
�'���
��
����"�	�� (complements) &�'"��$���'��	��� phagocytosis(15) .1��u�)�% CRP 
"#0	�����������$�u���-�u��������'������"�,�

�!��k�����	.����� !���� .���������/1�2���$
 !�	�����!� CRP .'"��$��1�	)	�!�� 1-2 ��	&��������� !����&�'.'���������.	v1��'���#���

�!�����"���)	"����!
�� (5, 16, 17) 
�!������������!��!� CRP ��!��%�*��1�	.����� !������,
)	
���'��$��������"�,�
"����"�!�	��	&�!��������v����%)	 *%#+����$"#0	 rheumatoid arthritis ��%
"�!	��	(15) 



 
 

 
 

�@���� 5  �����'�(%	"��������
�������	���$�u�)�%��������$��#���	�	���!���  
 
 
�#S!�@�������S1��!�
� (Skin Temperature) 

���"�3"	,�
"�,$
��$�����"������'���
��"��.'�u�)�%������������
�"������$.'��
�u�����u�.����$�&#��#�
�)	�!����� "�!	 "����"���"�,
�����	���!��� &�'�����#�!
������$�u�
)�%"��� toxic �!
"	,�
"�,$
���"�3	��	 �u�)�%��
����#�� ��� &�� &�'�%
	 �1�	�����!�#��� ���	��	

(3��*�����"�3 ���	��.1�"#0	�����������$�u���-)	���)�%#�'"��	v1����'���
��"����% 

 
 �	�
W�X	��	��
��
�0$����
�,�)�
*�	���	��
����+�1@'�Y�&�����&��'����&� 

)	#6 �./. 2001 Laiho K &�'�3' ��%�u����/1�2����"��$��1�	�
� CRP )	
 *%#+�� RA ����.������u� TKA &�' total hip arthroplasty (THA) .u�	�	 37 ���"#0	"��� 1 
��#�������������� !���� ���!� CRP .'���'����*��(�)	��	��$ 1 &�' 2 ���������� !�������
"��$������!��!��!
	��� !����#�'��3 7 "�!�  ����.��	��	)�%"���
��#�'��3  1 ��#���� �'��� 
CRP .1�.'����"�!�����'����!
	��� !���� �1$�)	���/1�2������	����!���!� *%#+����������"�,�
&�!

�!��)� ���	��	.1�"#0	#�����$���!������"��$��1�	�
� CRP ���������� !����)	 *%#+�� RA ����.��
����u� TKA &�' THA &�!�������v������%"�!�����!
	��� !�������)	 1 ��#���� (18)  



 
 

)	#6 �./. 2001 Bilgen O &�'�3' �u����/1�2�����"#��$�	&#���
� CRP 
&�' ESR )	 *%#+�� primary osteoarthitis ��$��%������ !����"#��$�	�%
"���� �1$���%/1�2�����)	��(!�
"#0	 TKA &�' THA ���!����������� !�������� 2 ��(!�.'���'��� CRP "��$��1�	
�!�����"���&�'
�1�	�*��(�)	��	��$ 2 ���������� !���� &�!)	 *%#+�� THA "��$�����"�!�����'����!��!
	��� !����
)	��	��$ 21 &�' TKA .'����)	"�,
	��$ 2 ���������� !���� �!�	 ESR ���!����� 2 ��(!�.'
"��$��1�	�*��(�)	��	��$ 5 ���������� !���� �u�������(!� THA ���!� ESR .'����.	v1�"�!����
�!
	��%������ !����)	"�,
	��$ 3 ���������� !���� �!�	)	��(!� TKA 	��	.'����)	"�,
	��$ 9 
���������� !���� ���	��	&���)�%"��	�!� CRP ���'������"#��$�	&#����$���"���&�'�����*!�!�
#�����%���"�����!� ESR �����$�����!� CRP &�' ESR )	 *%#+�� TKA ��&	��	%��*���!� THA(4) 

)	#6 �./.2008 Park KK &�'�3' �u����/1�2�"�,$
���'����,�	��	 CRP &�' 
ESR )	 *%#+�� OA ��$ !�	����u� unilateral &�' bilateral TKA �!��"�����$)�%)	���/1�2��,
�!��
�!
	��� !���� &�'���������� !���� )	��	��$ 1, 2, 5, 7, 14, 42 &�' 90 ��	 ���&�!���(!� *%#+��


�"#0	 3 ��(!� �,
 unilateral, first knee bilateral &�' second knee bilateral ���!� *%#+������ 
3 ��(!����*#&���
� CRP &�' ESR ��$"��,
	��	�,
�!�"k��$��
� CRP .'�*��1�	
�!�����"������
.'�*��(�)	��	��$ 2 ���������� !���� )	��	��$ 42 ���������� !����.'�����$u���!��!�#��� &�'
.'����.	v1��!��!
	��� !����)	��	��$ 90 ���������� !���� �!�	�!�"k��$��
� ESR 	��	.'�1�	
�*��(�)	��	��$ 5 ���������� !����&�'����.	v1��!
	��� !����)	��	��$ 90 ���������� !���� 
&�!.�����/1�2�)	�����	���u�)�%���!��� *%#+��v1� 43%  ��$��!"#0	�#����*#&�������!��"�!	��	(19) 

.�����/1�2��
� Wirtz DC &�'�3')	#6 �./. 2000 ���!� *%#+����$ !�	����u� 
total knee replacement (TKR) .'���!� IL-6 �*���$�(����������� !���� 12 ��$���� &�'.'"��$�
�������������� !���� 24 ��$���� �!�	 CRP .'�1�	�*��(�)	��	��$ 2 ������� !����&�'"��$�����
)	��	��$ 3 &�'���!�)	 *%#+��)	��(!���$��%���&�'��!��%��� non-steroidal anti-inflammatory drugs 
(NSAID) ���!���!������&���!����	
�!����	���u���-����v��� ����"�%��%	�
� IL-6 ��
���������	
�����'����
����
��"�����.'"��$��1�	"�����!�&�'������%"�����!� CRP �1$�&����!�
������.��� IL-6 )	 *%#+�������u� TKR �����v���������
��"����%����!�������.��� CRP(20) 

.��	��	)	#6 �./. 2007 Lisowska B &�'�3' ��%�u����/1�2� *%#+�� RA ��$��%���
��� !����"#��$�	�%
"�������"#����"�����'��� IL-6 &�' IL-8 )	����$� &�' drainage fluid  �!
	
&�'������� !���� ���!��'��� IL-6 ��&	��	%��*��1�	����)	����$� &�')	 drainage fluid  �����
�'����*��(� 24 ��$�������������� !����  �1$� drainage fluid ���!����!��*���!�)	 ����$��!�	�'��� 
IL-8 )	 drainage fluid .'"��$��*��1�	��$ 6 ��$���� ������� !����  &�!)	����$���!�����"#��$�	&#�� 



 
 

�����$)	 drainage fluid �'��� IL-6 .'���!��*���!� IL-8 
�!����	���u���-��$ 24 ��$�����������
 !���� �!�	�!� CRP )	����$� ���!������"��$��1�	
�!����	���u���-"�!	��	  ���.'"��$��1�	.	v1� 36 
��$����������� !���� �!�	)	 drainage fluid ���!�)	�!���'��!�� 6-36 ��$���� ��!&���!����	 
���	��	 �������'���������	�)	 drainage fluid .'�!��
�v1����"��� local inflammation .��
��� !������%����!�"�,$
"#����"�������)	����$� "	,$
�.��)	 *%#+�� RA ���!������
��"��"�,�
����u�)�%
�'���������	�)	"�,
��*��!
	��$"�%������� !����(21) 

.�����/1�2��
� Mehra A &�'�3' )	#6 �./. 2005 ��%�u����/1�2�
���������	
��
� CRP &�' 
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� ���&����(!� *%#+����$"#0	 OA &�' RA 
���!� *%#+���������.'���!� CRP �*��(�)	��	��$ 5-7 ������� !���� �!�	)	 *%#+����$��%������ !����
.�� OA .'��������$�'���#���)	��#������$ 6 ������� !���� &�' *%#+����$"#0	 RA .'�!
�� 
����)	��#������$ 6 ������� !����&�'������"�!�����!
	��� !����)	��#������$ 18 &�!.'���!���
 *%#+��.�� OA 5 �����$.'���!� CRP �*��1�	)	��#������$ 18  ��� *%#+����(!�	��.'���������.��$
���	����u� .��������. ���!� *%#+�����������!��
����#�� ���23'& �&�%��� &�'
(3��*��
 ���	�����"�3�%
"�!���$�����%���!��$u� &�'���!� *%#+�� TKR ���!�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� 
�*��1�	)	�!��&��������� !��������.��	��	.'�����*!#���)	��#������$ 18 ������� !���� �!�	 
CRP .'�*��1�	)	��#����&��������� !����"�!	��	 &�!.'���!�����)��%"��������!
	 !����)	
��#������$ 6 �1$����� 2 #t..�������!��.'������������)	 18 ��#����������� !���� ���	��	 �!� 
CRP &�'
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�"�,$
���!��*��1�	�����v�	���	(	)�%"�,$
�!���
����&���
�%
	�
����
��"��.����� !����"#��$�	�%
"�!���%(22) 

���/1�2��
� Haidar SG &�'�3' )	#6 �./.2006 ��$��%�u�������
(3��*��
 ���	�����"�3�%
"�!����!� 
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!���$�u���� !����.'�*���!�"�,$
"#����"����
���"�!���$��!��%������ !�������.'������&���!����	.	v1�"�,
	��$ 6 ������� !���� �1$�&����!����
�����
�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!����"�3��$��%������ !����.'�%
�)�%"���	�	����"�,
	
��!�.'����"�!�"�!��%��#���&�!v1�&�%�!���
(3��*����$�*�
�*!����!��%���!���������"�,�
&�!
�!��)� (23)  

)	#6 �./. 2006 Matsumoto T &�'�3' �u����/1�2�"#����"�������������	
�
�
��'��� IL-6 .�� synovial fluid &�'.u�	�	"������$�!��
�v1����"������'���
��"����$��
���"�3�
� synovial membrane )	 *%#+�� RA ��$�u���� !����"#��$�	�%
"���� ���!�.u�	�	�
�
"������$�!��
�v1����
��"��&�'�'����
� IL-6 "��$��1�	
�!����	���u���- ���	��	 �'����
� IL-6 
�����v)�%)	���#�'"��	���'���
��"����%(24) 



 
 

���	��	.���������/1�2���$ !�	��.'"��	��%�!� markers �!�	)�-!.'
�u����/1�2��������1$���!.u�"��'".�'.�)	 *%#+������%
"�,$
���$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�
"����&�'.'�u����/1�2�)	�!���'�'"������	� )	�3'��$ *%#+�����������	
�*!)	��������� &�!
������	����
� *%#+������������ !������"#0	"�,$
��u���-�!
������2��
�&����"�!	��	 
��������$
 !�	�������!�����/1�2����������	
��
�������������� 4 ���)	�'�'��� ���	��	)	���/1�2������	��.'
�u����/1�2�v1����������	
��
� IL-6 ����!� ESR , CRP &�' 
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� )	
 *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"����)	�!���!
	��� !���� 24 ��$����, 2, 6, 14 &�' 26 
��#���� ���"#0	�'�'"��� 6 "�,
	���������%������ !����"#��$�	�%
"�!�"�����!�������&���!��
�
����������������	�������!��
�!���� 

 
��	�!�	�!�	&�	��
�0#����+���#X&$  (Human genetic polymorphism) 
  �����������������	
(���� (genetic polymorphism ��,
 DNA 
polymorphism) ����v1� ���"#��$�	&#�����������	
(������$��!�!
)�%"������ ��,
����
���������
���"
�	"
��$ "#0	���23'#���)	#�'���� ������������	��"���.�����
"#��$�	&#���u����"��)	.��	��
��	(2�� �u�)�%&�!�'�(������u����"�� 3 �u�&�	!�"������	�	
���������	1$� � &���!����	 "�����!���
����� (allele) ��$&���!����	  
  �����������������	
(����&�!�"#0	 3 �	�� ��%&�! restriction fragment 
length polymorphism (RFLP), variable number of tandem repeats (VNTR) &�' single 
nucleotide polymorphism (SNP) (25, 26) 

����&���!����,
�������������
��	����"
�	"
��$"���.���������%��
"
	�������.u�"��' (restriction endonuclease) ��,
 RFLP �,
  ���"#��$�	&#���
��u����"��
�u�)�%"
	�������.u�"��'�����!�������v������	�!�	�
���"
�	"
��%&���!����	 ���	��	�������%��
"
	����.u�"��'.'�u�)�%��%���	�!�	�
���"
�	"
��$���	��&���!����	"#0	 2 &�� ������	�	1$�"#0	���	
��$v*������%.'���	��"�����&�'
�����	�	1$���!v*���� "�������23'
�������$&���!����	 2 &���!�
"#0	������������&����
������� (bi-allelic polymorphism) "#0	��������������$��
	u���)�%#�'���	�)	����u� DNA marker �u������u�& 	��$��	�
��	(2�� (human gene 
mapping) 

 



 
 

 
 
�@���� 6   �����������������	
(�����	�� RFLPs �1$������v���.�
�����&���!��
)	�u����"����%���)�%"
	�������.u�"��' EcoR I 

 
����&���!���
���������u����"��)	��"
�	"
 ��,
 VNTR "���.�������

.u�	�	�(���$&���!����	�
��u����"����$"��,
	��	"�����!
��	)	���23'��u���	"#0	�(�� ��$������
���������
�.u�	�	�(���$"�����!�"#0	 hypervariable region �u�)�% VNTR "#0	����
�������������	
(������$���	��
������!����	��%�����	��)	#�'����"�������23'"�!		���!� 
������������&�������
������� (multi-allelic polymorphism) �1$������v&�!�

���%"#0	 2 
���23'�!
� ��%&�! minisatellite &�' microsatellite �����$ minisatellite "#0	�����u��
��u����
"��"#0	�(� &�!�'�(���.u�	�	"�� 14 �100 "�� �!�	 microsatellite "#0	�����u��
��u����"�� 2 
"�� ������
�!����$&���)	�*#��$ 7 VNTR "#0	�����������������	
(������$	u���)�%/1�2�
���������	
��
�
�����������23'��$v!���
������	
(���� "�,$
������
������!
�����$v!���
�
 !�	�!
&�!���*!�*� ��,
��$"�����!� ������u�&�	!���	��,
�����"���'�������"�. (genetic linkage) 
�1$�	u��#�*!����u�& 	��$.��	� (genetic mapping) 
  
 
 
 

����	� 1 ������
���	� 5 
��� C 


������ EcoRI ��������� 

����	� 2 ������
���	� 5 
��� A 


������ EcoRI ������ 



 
 

 

 
�@���� 7  ���23'�
� VNTR �	�� minisatellite &�' microsatellite 
 
  Single Nucleotide Polymorphism (SNP) �,
 ����&���!����,
����
�������������	
(������$&�!�'�(������u����"���!����	"�����u�&�	!�"���� 3 �u�&�	!�
"������	�
���	��$
�*!�	�������� "#0	�����������������	
(������$����%�!
� �����
#�'��3�!�.'�� SNP )	�(� � �	1$���	"�� &�!.u�	�	 SNP ������������!�����v�'�(��%&	!��� 
����!�	!�.'
�*!)	�!�� 3 � 4 �%�	"����
�.��	��	(2�� SNP "#0	����&���!���
��u����"��
"�����	1$��u�&�	!� ��� 2 )	 3 �
� ��$��.'"#0	���"#��$�	.��"��������	 (cytosine ��,
 C) �#
"#0	"������	 (thymine ��,
 T) ����&���!���
��u����"����$��&�%"���� 1 �u�&�	!�	��
�.�!� �
v1����&���

��
���	 #����3&�'����u���	�
��#���	 ��,

�.��!�!� ���'��)�� "�� ����	��
�1�	
�*!����u�&�	!��
� SNP �	�����"
�	"
 SNP haplotype �,
 SNP alleles ����� �u�&�	!���$

�*!)��%��	�	��������"������	 ���23'�
� SNP haplotype )	.��	��
��	(2��.'��'.��
�*!
��$��#"#0	��(!�"�����!� &�#����#{���
� (haplotype block) �,
 SNP 
�������$
�*!)��%��	��
&	��	%���$.'v*�v!���
��#�%����	�������"#0	�(������!�����"#��$�	&#�� ���"k��'
�!����$�)	
��(!�#�'������$��!�����
��� "��,$
	�%�� ��,
&�!���	�%��"�,�
���� �1$����
����*���$ SNP .'v*�
v!���
��#�%����	"#0	�(� #�������3���$ SNP 
����������u�&�	!�v*���
�*!�%����	)	



 
 

#�'�����!
���!���$.'��������"
�- &���v1����v*�v!���
��#��%
�� ��	 "�����!� SNP "��!�	��
�������"�.���
������"����� (linkage disequilibrium: LD) �!
��	&�'��	 �1$����������!� SNP 
"#0	���23'
�!���	1$�)	��(!�#�'���� 
 

 
 
�@���� 8   & 	���&������
�!�� SNP .u�	�	 1 �u�&�	!� 
 
  �u�&�	!����"��� SNP )	��	.'�u�)�%�����v&�!� SNP ��%"#0	 2 #�'"���,
 
SNP ��$"����1�	)	�!�	��$��!�����v
�����&�'��$"����1�	)	�!�	��$�����v
�����(27) 
  SNP ��$"����1�	)	�!�	��$��!�����v
����� (non-coding SNP) ��%&�! regulatory 
SNP (rSNP) .'"#0	 SNP ��$�� �)	�������(����&���

��
���	 �1$��!
������"�����$���"�3�#�
��"�
�� (promoter region) �1$��������u���-)	�������(����&���

��
���	)	�����%��
�#���	)�%����1�	��,
���� SNP ��$"������"�3�
��!
�'��!��"
���
	 (exon) &�'
�	��
	 
(intron) ��$"�����!� ��#�������� (splicing site) �u�)�%�������!

���"
�	"
 (RNA)  ���#.��"��� 
�!� �)�%.u�	�	���
'���	)	����
��"�#���� ���# &�'�(��%���,
 intronic SNP (iSNP) "#0	 
SNP ��$"������"�3�!�	�
�
�	��
	 .1������!�u�)�%"������"#��$�	&#��)���$�u���- 

SNP ��$"����1�	)	�!�	��$�����v
����� (coding SNP) ��%&�! non-synonymous 
SNP �,
 SNP ��$"����1�	���)	�u����"�� 3 �����$)�%)	���&#��������
'���	 (triplet codon) .1�
�!
)�%"������"#��$�	&#���	���
����
'���	 &�' synonymous SNP �,
 SNP ��$"����1�	���)	
�u����"�� 3 �����$)�%)	���&#��������
'���	&�%���!�!
)�%"������"#��$�	&#���	���
����
'��
�	 
  #t..(��	.1������#�'�(���)�% SNP ������&����
�!���������� 
��� ���)�% 
SNP "�,$
�����	�.k����������	
(���� ��,
�����	�.k������1$�)�%��
����
,$	���.��	�.k����!���".	 
"�!	 ������.��&�'#�'��� ��
�.	����u�	��#t..��"��$�� (risk factors) ��,
��	���	u�
������3��!
��� (predisposing gene) ���/1�2����������	
��'��!�����23'�����	
(����
�������
��	
��!
��)	&�!�'�(��� "�����!�"������	
(/����� (pharmacogenetics) ���v1�
���)�% SNP )	��	��.���'��������"��(�"�,$
���	��� (28) 
  



 
 

�b�����&	�@�-B.-��������� (Polymerase chain reaction !�(� PCR) 
  #���������*���!����"�
"�� ��,
 PCR "#0	��
�����u�����������
�)	��
�
���
� (in vitro) "�,$
"��$�����
���"
�	"
���"�3��$.u�"��'".�'.� .�������"
�	"
��$�����23'
"#0	&�� double helix �����"
�	"
&�!�'���.'��$�&����	�����	 (antiparallel) &�'���� 2 ���
.'"�,$
��!
��	�%����	
'�����".	 (hydrogen bond) �
�"���*!����$.���*!��	 ��%&�! 
'��	�	
(adenine: A) .���������	 (thymine: T) &�' ���	�	(guanine: G) .�����������	 (cytosine: C)  
���&�!�'"��.'.��
�*!�����"��(��
�	�u������

�������� ���	��	 1 �	!���
���"
�	"

#�'�
��%�� ��"��(��
�"�� 	�u����&�'"�� �1$�"�����!� 	������
���� (nucleotide)  
  ���"��$�#����3��"
�	"
"����1�	.������u���	�
�"
	����  DNA polymerase 
�1$�.'�u�)�% oligonucleotide primers ��$"#0	��"
�	"
���"��$�����	 � ��$�����v.������u�����!�	
#����
���"
�	"
���&�!&����$v*�&�����)�%"#0	���"��$��&�%� "�,$
�� deoxynucleotide 
triphosphate (dNTPS) �1$�#�'�
��%�� deoxynucleotide triphosphate (dNTPS) 
�*!)	����'
��$"���'��.'�����v���"���'�����)��!��$���u����"��"��,
	��� ��"
�	"
���&�!&��&�%�������

�*!)	���23'�
� double strand DNA "�!	"���  

������"���'�������"
�	"
 1 �
� #�'�
��%�� 3 ���	�
	"��$�.�����)�%����
�%
	"�,$
)�%��"
�	"
"������&�����"�������	�
		���!� denature .��	��	.'"#0	 annealing �1$�"#0	
��'��	�����$�u�)�% primer .�������"
�	"
�%	&�� &�'�(��%��)	�!���
� extension "
	���� 
DNA polymerase .'"��$��u���	"�,$
�u�������"���'����"
�	"
���)��!�!
�# 

.u�	�	�
���"
�	"
��$���"���'��.�� PCR �����v�u�	�3��%.���*�� (2n-2n)x 
��� n �,
.u�	�	�
���$)�%)	������"���'��  2n �,
  � ��������&����$��%��.���
���$ 1 &�' 
 � ����������$�
���$��%������.���
���$ 2 &�' x �,
 .u�	�	 copies �
����&�!&�������%	 �1$�
���#���"
	������$)�%)	����u� PCR .'��#�'���
����)	����u���	��%��#�'��3 25-30 �
�(29) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

�	�
W�X	��	��
��
�0$��� SNP IL-6 �
��	����*-�� 
  "	,$
�.�� IL-6 
�*!)	��(!��
� pro�inflammatory cytokine .1��������u���-�!

�������(���'��	���
��"����% ���	��	.1����!������������$�����	
��!
���"��������� gene ��$
����(�����u���	�
� IL-6 .'"��	��%.�����/1�2��
� Bennermo M. &�'�3')	#6 �./. 2004   
�1$���%/1�2�������
� SNP IL-6 �u�&�	!� -174 �������u�)�%"�����������	�� ��%�u�������
�
&�� in vivo ���!� 
����� G SNP -174 �� ��u�)�%�!�������#���������!
���
��"�������� ��� 
IL-6 ��%�����!�)	��(!���$"#0	 
����� C ���	��	"�,$
��.��3�v1�������
� IL-6 &�%�.1���(#��%�!� 
SNP IL-6 ��$�u�&�	!� -174 �� ��!
����u�)�%"#0	#t..��"��$���!
�����%�����	��(30) 

)	#6�./. 2008 Maitra A. &�'�3' ��%�u����/1�2� ���������������
��	
(�����
� IL-6 )	�����
�"�,
�&������&�'������).&�'��
�"�,
�)	��
��������
�	"��� 
.�����/1�2������	�����!������������������	
(�����
� IL-6 gene �������u���-"	,$
�.��
��#t..��"��$���!
���"���������).&�'��
�"�,
�)	"���
����������������)	����(����"���
����������
���
�"�,
�)	��(!��
����
�	"���(31) 
  )	#6 �./. 2008 Enjuanes A. &�'�3' �u����/1�2����������������
��	
(������$������"��$���!
���"�������'"���"���"�,
�����	�� chronic lymphocytic leukemia 
(CLL) ���!��� gene �������������� gene �
� IL-6 �� ��!
���"�����'��	��� apoptosis �1$�
"#0	#t..��"��$���!
���"����'"���"���"�,
�����	�� CLL(32)  

���/1�2��
� Chunq HW. &�'�3')	#6 �./. 2003 �u����/1�2�
���������	
��
� SNP IL-6 ��� Bone mineral density (BMD) &�' IL6 -174 
����� C ��
���������	
��!
���"��$��1�	�
� BMD 
�!����	���u���-����v��� ����!�"k��$��
� BMD .'�*��(�
"�,$
�����23'�
�.��	��#{"#0	&�� homozygous C �!�	&�� homozygous G .'���!��$u��(� 
���	��	.1���(#��%�!������������������	
(�����
� IL-6 �� ��!
���"��$��1�	�
� BMD 
�!����
	���u���-����v���)	 *%�-������!
	���#�'.u�"�,
	(33) 

)	#6 �./. 2003 ���/1�2����������	
��
��������
� 17 beta-estradiol 
(E(2)) .��SNP )	�u�&�	!� -174 ��� *%�-����$��
����"��$��%	�
�"�����	�	����$ 1 �
� 
Kristiansen OP.&�'�3' ���!� SNP -174 IL-6 �u�)�%��
����"��$���!
���"#0	"�����	�	����$ 1 
)	 *%��$��
��(	%
����
����"��$��.'"��$����
��(&�'�'����
� E(2) )	�-�����".��-��	
(�(34) 

 
 



 
 

���/1�2����������	
��
����
����"�
��&�' SNP -174 IL-6 )	&v��(��#�
� 
Capurso C. &�'�3')	#6 2004 .�����/1�2����!�)	��(!��
� *%#+��
����"�
��&�'��(!�
����(�.���*������
��(��#.���
	"�	,
�#����
	)�%������v�$�
�.��	��#{ GG &�' GC 
"��$��1�	&�'��
����� G �!���"��$��1�	�%��&�! 
����� C .'��	%
����1$�����&���!���
�����v�$
)	
�����&�'.��	��#{)	 *%#+��
����"�
��
�."���.���������������
��*�����)	�(��#��%(35)  

)	#6 �./. 2008 ���/1�2��
� Kesarwani P.&�'�3'"#0	���/1�2�
���������	
��
������������������	
(�����
�.��	��#{ GC .�� SNP IL-6 �u�&�	!� -174 
��������%���	%��
�����'"����!
��*�����.��#�'�����
	"�	,
�
�#�'"�/
�	"��� �1$�)	
���/1�2�	����%�u����/1�2� SNP �
� IL-4 �%�� ���!� �����������������	
(�����
� IL-4 
&�' IL-6 ��!�����������	
���	
�!����	���u���-����v��� �������"��$���!
���"�������'"����!
�
�*����� &�!
�!������������!�)	 *%#+���'"����!
��*�������
����"��$���!
�����'.���
�
�'"����#�����'�*�"#0	 2 "�!� ���	��	�����������������	
(�����
� IL-6 �� ��!
���"������
��'.���
�"�����'"����#�����'�*�)	 *%#+���'"����!
��*�����(36) 

)	#6 �./. 2005 ���/1�2��
� E Pola. &�'�3' ��%�u����/1�2� SNP �
� IL-6 
��$�u�&�	!� -174 �
� *%#+�� !����"#��$�	�%
�'���"���� ���!���.��	��#{ 3 &�� �,
 GG, GC &�' 
CC ���!� .��	��#{ CC )	��(!�����(�������!�	�*���!�)	��(!��
� *%#+��"�,
� 2 "�!� �!�	.��	
��#{ GG )	��(!��
� *%#+��v1�&�%.'�*���!���(!�����(�&�!��!������&���!����	
�!����	���u���-
����v��� .�������"���'���%�� logistric regression &���)�%"��	�!�.��	��#{ CC ��!��
���������	
������������
�
����"��$��)	���"�������%
�'���"�,$
�(37) 
  )	#6 �./. 2008 G. Andrew &�'�3'��%�u����/1�2����������������
��	
(�����
� IL-1 receptor antagonist (IL1-RA) &�' IL-6 ������"��$���!
���"���  osteolysis 
)	 *%#+����$ !�	��� !����"#��$�	�%
�'���"���� ���!� IL1-RA +2018 
����� C �����������	
�
�!
�����
����"��$���!
���"��� osteolysis  &�'�����"��$����&���

��
� mRNA )	 *%#+����$
"�%������� !����"#��$�	�%
�'���"����  �!�	 halotype -174G/-572G/-597A �
� IL-6 ��
���������	
��!
���"��� osteolysis "�!	��	(38) 
  )	#6 �./. 2007 ���/1�2��
� Kamarainen OP. &�'�3' ��%�u����/1�2�
�����������������	
(�����
� IL-6 )	 *%#+�� distal interphalangeal osteoarthritis (DIP 
OA) ���!� )	�u�&�	!��
� SNP IL-6 ��$�u�&�	!��
� promoter ��$ -597 &�' -174 
����� G )	
��(!��
� *%#+�� �����!�)	��(!�����(�v1�&�%�!���
����� G "���� 1 
����� �����v�u�)�%"��$�
����
����"��$���!
���"��������% ���"#0	 haplotype  SNP ��$ -597 , -572 &�' -174 .'"��$�
����



 
 

"��$��"#0	 4 "�!����	��	 �!�	 GG diplotype .'"��$�
����"��$������)	��(!���$"#0	 symmetrical &�' 
symptometrical  ���	��	��(#��%�!�
����� G )	�u�&�	!� SNP IL-6 ��$
�*!�	 promoter ��
���������	
��!
���"������ DIP OA ����&�� symmetrical &�' symptometrical(39) 



 
 

�����  3 

��0�*�	�����	���%
& 

���,	�� 
1. ��(!�#�'����"#������ (Target Population) 
  *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"���� .��& 	�

���
#������ ���������

.(5�����3� ����������� 
2. �	���
�#�'�������
�!�� (Sample Size) 

���/1�2�)	�����	��.')�%.u�	�	��(!�#�'�������
�!��.�� *%#+����$��%������ !����"#��$�	
�%
"�!�"���� .�����������.(5�����3� �1$�.'�u�	�3��(!����
�!�� ���)�%�*���u�	�3 ���	�� 

 

   ���  n   =      (Zα/2)
2 PQ 

     ∆
2 

 

   ��$ α = 0.05;   Zα/2 = 1.96 
 
 n  =  �	���
���(!����
�!�� 
 Z  =  �!� Z score ��$�'�������"�,$
��$	 95%  

 ∆  =  relative acceptable error = 20% �
� P 
 P  = sensitivity �
� enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 Q  =  (1-sensitivity �
� ELISA) 
 

���	��	  n = (1.96)2 x 0.83 x 0.17    =   19.6708 
    (0.2 x 0.83)2 
   

"���'k'	��	.'�%
�)�%���
�!��)	���/1�2���.�������	��
�!��	%
� 20 ���
�!�� &�!"	,$
�.��
���%
.u����)	"�,$
����"������
�!�� �1$����
�!�������!��.'��%��"�,$
 *%#+�����u�������.������
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���(����(����+,'+��	���%
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1. "��,$
��,
 

1.1 Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 
1.2 Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 
1.3 Balance (Sartorius) 
1.4 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.5 Centrifuge, refrigerated centrifuge (Eppendorf, USA) 
1.6 Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA) 
1.7 Combs (BIO-RAD, Hercules, California, USA) 
1.8 Cuvette 80-100 µl 
1.9 Cylinder : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.10 Digital Timer 
1.11 DNA Thermal cycler (Thermo Hybaid, USA) 
1.12 Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 
1.13 Flask : 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
1.14 Freezer -80 oC (Forma Scientific, USA) 
1.15 Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
1.16 Multi-block heater (Techne DRI Block, USA) 
1.17 Multi-channel pipettor (Biohit, Finland) 
1.18 pH meter (Eutech Cybernataics) 
1.19 Pipette aid (Tecnomara, Switzerland) 
1.20 Pipette rack (Autopack, USA) 
1.21 ELISA Plate Reader (Multiascent, USA) 
1.22 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 
1.23 Refrigerator (Sanyo, Japan) 
1.24 Spectrophotometer (BIO-RAD, USA) 
1.25 Stirring-magnetic bar 
1.26 Mixing Block (BIOER,USA) 
1.27 Spreader (Pyrex, USA) 
1.28 Shaker for broth 



 
 

1.29 Test tube racks 
1.30 Thermometer (IR Thermometer, USA) 
1.31 Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 
1.32 Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco USA) 
1.33 Water bath, Thermostat shaking (Memmert, Germany) 

2. ����(
(#��3� 
2.1 Clotted blood and EDTA tube (vacuettee, Austria) 
2.2 Disposable gloves 
2.3 Glass pipette : 1 ml, 5 ml, 10 ml (Witeg, Germany) 
2.4 Microcentrifuge tube : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 
2.5 Needle, sterile (Nipro) 
2.6 Parafilm (American National Can, USA) 
2.7 Pipette tip : 10 µl, 200 µl, 1,000 µl (AxyGen, USA) 
2.8 Plastic wrap 
2.9 Polypropylene conical tube,sterile : 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 
2.10 PCR marker (Bio-Rad, USA) 
2.11 Sanitary tissue paper (Celox, Thailand) 
2.12 Syringe disposable (Nipro, Japan) 
2.13 Petridish (Sterillin, UK) 
2.14 foil 

3. ���"�����$)�%)	�����.�� 
3.1 ���"�����$��# 

3.1.1 70% ethanol 
3.2 ���"����u���������u� ELISA 

3.2.1 1X coating buffer 
3.2.2 1X PBS buffer pH 7.2 
3.2.3 1X assay diluents 
3.2.4 diluted detection antibody 
3.2.5 TMB substrate solution 
3.2.6 2N H2SO4 



 
 

3.3 ���"����u������������ ��"
�	"
 
3.3.1 RBC lysis buffer 
3.3.2 1X PBS buffer pH 7.2 
3.3.3 Proteinase K 
3.3.4 Lysis solution 
3.3.5 Wash buffer 
3.3.6 Absolute ethanol 
3.3.7 Elution buffer 

3.4 ���"����u���������u� PCR 
3.4.1 10X PCR buffer 
3.4.2 25 mM MgCl2 
3.4.3 2 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 
3.4.4 10 µM primer forward 
3.4.5 10 µM primer reverse 
3.4.6 Taq polymerase enzyme 
3.4.7 Agarose molecular biology grade (Sigma, USA) 
3.4.8 PCR marker (Bio-Rad, USA) 
3.4.9 Loading dye 
3.4.10 1X TAE buffer 
3.4.11 Ethidium bromide (Sigma, USA) 

3.5 ���"����u���������u� ligation 
3.5.1 pGEM vector 
3.5.2 5X T4 ligase buffer 
3.5.3 T4 ligase enzyme 

3.6 ���"����u���������u� Transformation 
3.6.1 LB broth 
3.6.2 IPTG 
3.6.3 X-gal 
3.6.4 Ampicillin 

 



 
 

3.7 ���"����u������������������� 
3.7.1 A1 buffer 
3.7.2 A2 buffer 
3.7.3 A3 buffer 
3.7.4 A4 buffer 
3.7.5 AC buffer 

3.8 ���"����u���������u� Digestion 
3.8.1 SfaNI (LweI) enzyme 
3.8.2 TANGO buffer  

3.9 ���"����u��������"����� polyacrylamide gel 
3.9.1 30% polyacrylamide 
3.9.2 5X TBE buffer 
3.9.3 0.5X TBE buffer 
3.9.4 10% Ammoniumpersulfate 
3.9.5 TEMED 

�	���G��������'��@� 
 *%��.��.'�u������	�1��!� IL-6, ESR, CRP &�' skin temperature )	&�!�'�!��"���

��$�u������.����������	�1��� record form &�'��	�1��%
�*���)	�
����"�
�� 
 

Record Form 1: �u�������	�1���	��$�u����"��� sample, BMI, grade &�'
(3��*�����"�3�%
"�!� 

�/
��� #0%� - �
���.� HN grade BMI OR 

Pre- 

op 

Post 

-op 

2 

wk 

6 

wk 

14 

wk 

26 

wk 

1                     

 temp left ( mean + SD )                   

 temp right ( mean + SD )                    

2                     

  temp left ( mean + SD )                   

 temp right ( mean + SD )           

 
 
 



 
 

Record Form 2: �u�������	�1��!� CRP, ESR &�' IL-6 

 
Record Form 3: �u�������	�1��!�����"�%��%	, ��������(�
�:�
���"
�	"
 &�'.��	��#{�
�  

SNP IL-6 
�,$
-	����(� HN 
��( ����"�%��%	 ��"
�	"
 

(µg/200µl) 
.��	��#{ 

     
 
�	�*�	�����	���%
& 
���"������
�!�� (Specimen Collection) 

���"������
�!��.�� *%#+����$��%������"#��$�	�%
"�!�"���� �����	�
	 ���	�� 

- �!
	"�%������� !���� �u����".�'"�,
�&�� clotted blood &�' EDTA blood 

- �'��!����� !���� �u����"���	�u����%
.�����"�3�%
"�!�"���)�! EDTA tube  
- �����u���� !����#�'��3 1-3 ��	 �u����".�'"�,
�&�� clotted blood &�' 

EDTA blood 

- "�,$
��������.������������2�)	��#������$ 2 , 6 , 14 &�' 26 ������� !���� 
�u����".�'"�,
�&�� clotted blood &�' EDTA blood 
���
�!���!�	�	1$�.'v*�&�!��#����%
�#��������� serology I �	!���*���(%���	

�����&�'�%
�#������������������� �+��"��/�������	�*�� ���������.(5�����3� ��������
��� "�,$
�!����. ESR &�' CRP 
���!�	�	1$�.'	u����u����#t�	&�����)�%"��,$
�#t�	���'�
	 
(centrifuge) ��$����"��� 3,500 rpm "#0	"��� 10 	��� �!�	�
�����$�&�'��������$��%.'v*�&�!�
)�! microtube &�'	u��#"�����%��$�*%"��	 � 80 °C �!�	�
� buffy coat .'"�����%��$�*%"��	 4 °C "�,$
�

�u�������.��"���'���!
�# (�*#��$ 9)  

 
 
 

#0%� 

��.� HN �
�. 

ESR (mm/hr) CRP (mg/dl) IL-6 (pg/dl) 

Pre 

op 

Post 

op 

2 

wk 

6 

wk 

14 

wk 

26  

wk 

Pre 

op 

Post 

op 

2  

wk 

6  

wk 

14 

 wk 

26 

wk fluid 

Pre 

op 

Post 

op 

2 

wk 

6  

wk 

14 

wk 

26 

wk 

                                            

                                            



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 �@���� 9   ��
����"������
�!�� 
 
 
 
 
 

Synovial fluid EDTA blood Clotted blood 

Centrifuge speed at 3,500 rpm 10 mins 

Synovial fluid Serum Plasma Buffy coat 

Freezer -80 °C Refrigerator 4 °C 



 
 

������.���
(3��*�����"�3���"�!� 
 *%#+����$�����������.��������$���	���%
"�!�"���� ������� !����)	��#������$ 2, 

6, 14 &�' 26 .'��%���������.���
(3��*�����"�3���"�!����� 2 �%�� ���)�%"�
������"�
��          
(IR Thermometer model : T560 .�������
"�����) ���.'�u��������%���' 4 �u�&�	!� ��%&�! 

�u�&�	!���$ 1 ���"�3"�	,
���"�!��%�	�%�� (superomedial) 
�u�&�	!���$ 2 ���"�3"�	,
���"�!��%�	��� (superolateral) 
�u�&�	!���$ 3 ���"�3)�%���"�!��%�	�%�� (inferomedial) 
�u�&�	!���$ 4 ���"�3)�%���"�!��%�	��� (inferolateral) 

)	������)�%	u�#����
�"�
������"�
��&	����"�3 ���	��)	�u�&�	!���$�%
����
���)�%�	�� .��	��	��#(+�"�,$
)�%"��,$
�"��$��u������� "�,$
"��,$
����"���..'��%��	��--�3����1�	�	1$�
����� .1�.'
!�	�!���$�����%.���	%�.
�
�"�
������"�
�� 

.��	��	�u�������!�"k��$��
�
(3��*����$�����%)	&�!�'�%�����.')�%
(3��*���
�
�%����$��!��%������ !����"#0	���"#����"���� 

 
������.��� CRP 

������.����'����
� CRP )	 serum �
� *%#+��������� .'v*��!����.�#���
�%
�#��������� serology I �	!���*���(%���	����� ���������.(5�����3� ����������� �1$�)�%
������� particle enhanced immunonephelometry �%��"��,$
� BN Prospec ����������
�����!��"���.�� CRP ��$��
�*!)	 serum �
� *%#+��.'���'�
	��� monoclonal antibodies ��$ 
coat ��%��� polystyrene particle #����3 CRP ��$�u�#��������.'����%��"��,$
� Nephelometer 
��������� intensity �
� scattered light &�' CRP concentration .'�������"��,$
�.'���
"������� calibration curve �
����������	��$�*%�!� 

 
������.��"���'�� ESR 

������. ESR "#0	�����"���'��
�������"��� Rouleaux formation �
�"����
"���"�,
�&��.�� whole blood ��$��%.�� *%#+�� ����u�����!����.�#����%
�#��������������
����� �+��"��/�������	�*�� ���������.(5�����3�  ���)�%"��,$
����.��"���'��
���	�����(!	 
MICROsed-system �u��������. ESR ���"k��' ��������,
 Infrared Barrier ��$���������,$	 
900 nm ��� reading plate .'#�'�
��%������!�&�'���&�� (Infrared transmitter � receiver 
pair) 10 �*! )	�u�&�	!��
�&�!�' test tube .'�����"��,$
	��$�1�	-�� "�,$

!�	�'���������
�



 
 

"����"���"�,
�&�� 3 "���"��$��%	 0, 10 &�' 30 	��� "�,$
������� 30 	���&�%� "��,$
�.'&��� �
"#0	���"���
�
����������
�"����"���"�,
�&��"������� 1 ��$�����
� Westergen �1$�"#0	
��
�������.������	�
� ICSH )	 mode �
����#����!� ESR .��
(3��*���%
� "#0	�!���$

(3��*���%
�
%��
�� 18 oC ("�,$

(3��*��)	�����"���'��
�*!)	�!�� 15-32 oC) "��,$
�.'&#���!�
���
�/�� Manley table 

 
������.����'��� IL-6 

������.���'����
� IL-6 )	����$���$"���.�� *%#+������������)�% Biolegend�s 
ELISA MAXTM Set (Biolegend, USA) �1$�.')�%��������
� sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) ������	u� capture antibody )	 1X coating buffer )�!��)	 
plate ��(��' 100 µl &�%�	u��# incubate ��$ 4 oC �%���,	 ��,
 37 oC "#0	"���	�	 2 ��$���� 
����.��	��	�u�����%�� plate 4 ����� �%�� 1X PBS buffer �!
.��	��	�u���� block non-specific 
binding &�' �� background ������"��� 1X assay diluents ��(��' 200 µl &�%�	u��# 
incubate ��$
(3��*���%
���%
������u����"��!�"#0	"��� 1 ��$���� �'��!�� incubation "����� 
human IL-6 standard ��$������"�%��%	 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 &�' 7.8 pg/ml &�')�% 
assay diluent "#0	 standard ��$ 0 pg/ml �u�����%�� plate 4 ����� �%�� 1X PBS buffer "��� 
standard )	&�!�' level &�' sample 100 µl 	u��# incubate ��$
(3��*���%
���%
������u����
"��!�"#0	"��� 2 ��$�����u�����%�� plate 4 ����� �%�� 1X PBS buffer "��� diluted detection 
antibody ��(��' 100 µl &�%�	u��# incubate ��$
(3��*���%
���%
������u����"��!�"#0	"��� 1 
��$�����u�����%�� plate 4 ����� �%�� 1X PBS buffer "��� diluted Av-HRP solution ��(��' 100 
µl &�%�	u��# incubate ��$
(3��*���%
���%
������u����"��!�"#0	"��� 30 	����u�����%�� plate 5 
����� �%�� 1X PBS buffer ���)	����%��&�!�'�����)�%�u����&�! wash buffer "#0	"��� 30 ��	���
v1� 1 	��� "��� TMB substrate solution ��(��' 100 µl &�%�	u��# incubate )	��$�,���$

(3��*���%
�"#0	"��� 1 ��$���� .'"��	 solution "#��$�	"#0	��	�u�"��	�u������(�#�����������"��� 
2N H2SO4 ��(��' 100 µl .��	��	.'"��	 solution "#��$�	"#0	��"��,
�	u��#����!�����*���,	
&�� (optical density : OD) 450 nm ���)	 30 	�������.��"��� stop solution 

.��	��		u��!�����*���,	&����$�����%���u�����&���
�����1� �u�	�3"�,$
��
�'����
� IL-6 .�� standard curve ��$��%.�����".,
.������'���������	�����!�� 
 
 



 
 

���&��������"
�	"
.��"����"���"�,
� 
  ���&��������"
�	"
 .')�%�(�&�������
� illustra blood genomicPrep Mini 
Spin kit (GE healthcare, USA) ���	u��!�	�
� buffy coat "��� red blood cell lysis buffer 
#�'��3 3 "�!��
�#����3���
�!����$����)	 centrifuge tube   ��)�%"�%���	��������$u�����
��
��#������ � ����� �
�"���.'"#0	��&��)� ������%��$
(3��*���%
�#�'��3 10 	��� &�%�
	u��##t�	&���'�
	��$����"��� 3,500 rpm "#0	"��� 10 	��� �*��!�	)�����&�%�"��� 1X PBS 
buffer 200 µl  ��)�%"�%���	&�%�	u��#)�!)	 microcentrifuge tube ��$�� proteinase K 20 µl "��� 
lysis solution 400 µl 	u��# vortex 15 ��	��� ������%��$
(3��*���%
�"#0	"��� 10 	��� �u���� 
vortex "#0	��������� .	"��	����'���"#��$�	.����&���#"#0	��	�u����"�%� ����.��	��		u��##t�	
���'�
	 &�%�	u�����'���)�!��)	 column 	u��##t�	��$����"��� 11,000 g "#0	"��� 1 	��� "�
�!�	��$"#0	�
�"���)	 collection tube ���� "��� lysis solution 500 µl 	u��##t�	��$����"��� 11,000 
g 	�	 1 	��� "��
�"���

�)�%��� &�%�"��� wash buffer 500 µl #t�	��$����"��� 11,000 g 
	�	 3 	��� "��
�"�������&�%�#t�	��u���$����"����
� 11,000 g 	�	 3 	���"�,$
�u�)�% column 
&�%��	�� �%�� column )�!��)	 microtube 
�	)��!&�%�"��� elution buffer 70°C 200 µl ������%��$

(3��*���%
� 1 	���	u��##t�	��$����"��� 11,000 g "#0	"��� 1 	��� ���� column &�%�"����!�	��$
"#0	����'����
���"
�	"
��%��$�*%"��	 4 °C &�!�����'�������!�	�#����!�����*���,	&����$ 260 
&�' 280 nm "�,$
������"�%��%	&�'��������(�
�:�
���"
�	"
��$������% 
 ����"�%��%	�
���"
�	"
 (µg /200µl) =  �!� OD ��$ 260 nm x 50 x dilution factor  
 ��������(�
�:�
���"
�	"
                   =  �!� OD ��$ 260 nm / �!� OD ��$ 280 nm 
 
���/1�2� restriction enzyme ��$"���'���!
 IL-6 polymorphism 

1. ����u� PCR .�� ��"
�	"
��$&������.��"����"���"�,
� 
�u���� �� master mix �������'"
�����$&���)	�������$ 2 &�%�	u���"��,$
� PCR ���� 

condition �������'"
�����$&���)	�������$ 3 
�	��  IL-6 
primer 

Sequence Length 
(bp) 

Tm 
(˚C) 

Size 
product 
(bp) 

Primer forward 5� - TGA CTT CAG CTT TAC TCT TTGT � 3� 22 57.1  
198 Primer reverse 5� - CTA ATT GGA AAC CTT ATT AGG � 3� 21 56.7 

�	�	���� 1  �(3�������
� primer IL-6 ��$)�%)	����u� PCR 



 
 

�����$)�% #����3��$)�%�!
 1 reaction 
(µl) 

10X PCR buffer 2.0 
25 mM MgCl2 2.0 
2 mM dNTP 2.0 
10 µM primer forward 1.0 
10 µM primer reverse 1.0 
Taq polymerase enzyme 0.5 
Deionized water 6.5 
Template (DNA solution) 5.0 
Final volume 20 

�	�	���� 2  #����3����!�� � �u���������u� PCR   
 

Step Temperature 

(˚C) 

Time (min) 

Initial PCR activation step 94 10 
   3-step cycling  

Denaturing 94 1.00 
Annealing 50 1.35 
Extension 72 0.35 

 Number of cycles: 35 cycles 
Final extension 72 10 

�	�	���� 3   Condition �u���������u� PCR   
 
  ����.���u� PCR &�%�.'�u�������.�
� PCR product �������u� gel 
electrophoresis �1$�.' �� PCR product 5 µl ��� 6X loading dye 1 µl ��
���)	��(��
�  
1.2% agarose gel  &�')�% marker �	�� 100 bp �� 1X TAE buffer "#0	�������&�'.!��
��'&������ 100 ����� )�%"���#�'��3 1 ��$���� .��	��		u� gel �#�%
��%�� 0.1% ethidium 
bromide "#0	"���	�	 10-15 	��� �%�� gel �%��	�u�"#�!� 2-3 ����� &�%�	u� gel �# !�	"��,$
�k��
�����
����%����
"��"�,$
v!���*#&v���"
�	"
  



 
 

2. ����u� Ligation 
  ����u� ligation "#0	���	u� ��"
�	"
 �
� IL-6 "�%��#&������ pGEM vector ���
)�%�(��
� T4 ligase invitrogen  

 
�����$)�% #����3�!
 1 reaction (µl) 

 pGEM vector 1.0 
5X T4 buffer 2.0 
PCR product (insertion DNA) 2.5 
T4 ligase enzyme 1 
Deionized water 3.5 
Final volume 10 

�	�	���� 4 #����3����!�� � �u���������u� ligation 
  

"�,$
 ������������)�%����������%��$
(3��*���%
�"#0	"���	�	 30 	��� ����.��	��	
	u��#"�����$�*%"��	 4 °C �%���,	 
 

3. ����u� Transformation 
  ����u� transformation "#0	���	u� vector ��$�����&�����"
�	"
 ��$"���%
����
/1�2�&�%��#"�%�)	"�����
�&����"��� �1$�)	������
������	�����)�% Escherichia coli (E. coli) 
�����	
(� DH5α "#0	 competent cells �1$���
�����u��,
	u� competent cells .���*%"��	 -80 °C 
���'���)		�u�&���&�%�"��� ligation �
� IL-6 #����3 5 µl ��)	 competent cells 50 µl 	u��#
&�!)		�u�&��� 30 	��� ����.��	��		u��# heat shock ������&�! ��$ 42 °C "#0	"��� 50 ��	���&�'
	u��#&�!	�u�&��� 2 	��� ��	��&�%�	u��#"��� LB-broth 950 µl .��	��		u��#"��!���$����"��� 180 
rpm "#0	"��� 1 ��$���� 30 	��� �!
	���"���#�'��3 30 	���)�%�u���� spread plate ��$)�%)	
���"�����"�,�
�%�� media ��$ ���'��!�� IPTG: X-gal : LB broth �%��
�����!�	 30:30:40 
����u���� ����.�����"���)	���"��!�&�%�)�%	u���#t�	��$����"��� 3,000 rpm "#0	"��� 2 	���
&�%��*��!�	��$"#0		�u�)����� 500 µl &�%��u���� ���!�	��$"��,
)�%"�%���	 .��	��	�*�����'���


��� 200 µl "�,$
 spread ���	 plate ��$"�������% 	u��# incubate ��$ 37 °C #�'��3 18-24 
��$��������.����� incubate .'"��	 colony �
� E. coli �1�	 2 ���23' �,
 blue colony &�' 
white colony �u����"�,
� white colony ��$�����	�!�	�
� insertion �����
��!
�# 



 
 

4. ����u� Colony PCR 
  ����.������u� transformation .'�u�������.�
� product ��$��%�������u� 
colony PCR ���"����� master mix �u���������u� PCR ����������$ 5 
 

�����$)�% #����3��$)�%�!
 1 reaction (µl) 
10X PCR buffer 1.0 
25 mM MgCl2 0.6 
2 mM dNTP 1.0 
10 µM primer forward 0.5 
10 µM primer reverse 0.5 
Taq polymerase enzyme  0.1 
Deionized water 6.3 
Final volume 10 

�	�	����5 #����3����!�� � �u���������u� Colony PCR   
 
  "�,$
&�!� master mix )�!��)	 microtube &�%�)�%)�%��%.����t	.��� colony ��$"�,
�
��% (colony ��$�������) "�,$
"#0	 template ���#&��!�)	 microtube .��	��		u���%.����t	�#)�!��)	
��
���$�� LB broth 2 ml  ����� ampicillin 2 µl 	u� microtube �#"�%�"��,$
� PCR ����� 
condition ��$&���)	�������$ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Step Temperature 
(°C) 

Time (min) 

Initial PCR activation step 95 2 
   3-step cycling  

Denaturing 95 0.30 
Annealing 50 0.30 
Extension 72 0.30 

 Number of cycles: 30 cycles 
Final extension 72 7 

�	�	���� 6 Condition �u���������u� colony PCR   
 
  �!�	)	��
���$"#0	 LB broth )�%	u��#"��!��%������"��� 180 rpm ��$
(3��*�� 37 

˚C ����.��	��	�u�������.�
� product PCR �������u� electrophoresis )�% 1.2% agarose 
gel &�%�"�,
� colony ��$�� band "�%���$�(�&�'��!�� non specific band ���u��!
���"�,
���
� 
LB broth �
� clone ��$�%
����	u���"��� LB broth .	��%#����3 6 ml &�' ampicilin 4 µl 
.��	��		u��#"��!��!
�%������"��� 180 rpm ��$
(3��*�� 37 °C #�'��3 14-18 ��$���� "�,$

	u��#)�%)	���������������!
�# 
 

5. �������������� 
  ��������������

�.��"���� E.coli �u����)�%�(�������������
� 
Nucleospin® plasmid ������	u� LB broth ��$��%�u����"��'"�������%�%���%	 ��&�!�)�! 
microtube #�'��3 1.5 ml 	u��##t�	��$ 13,000 rpm "#0	"��� 2 	��� &�%�"��!�	)����� .��	��	"� 
LB broth ��$"��,
)	��
�&�%�#t�	��u��%������"���&�'"���"��,
	�%���%	�u���u�"�!	"���.	 LB 
broth "��,
 2 ml 	u��# ����� glycerol "�,$
"���"#0	 stock ��$ -80 °C �!�	�'�
	��$��%	u���"��� 
A1 buffer 250 µl )�%"��,$
� vortex "�,$
 ��)�%"#0	"	,�
"������	 &�%�"��� A2 buffer 250 µl  ��
��������$u�-������
��#��#�'��3 6-8 ���������������%��$
(3��*���%
� 5 	��� &�%�"��� A3 buffer 
300 µl ��$u�-������
�
��#�'��3 6-8 ����� 	u��##t�	�%������"��� 13,000 rpm "#0	"��� 1 
	��� .��	��	�*��!�	)���$��%.�����#t�	)�!��)	 column &�%�	u��##t�	�%������"��� 13,000 rpm 
"#0	"��� 1 	��� "��� A4 buffer 600 µl ��)	 column &�%� ��������)�% pipette �*��1�	-�� 
	u��##t�	�!
�%������"��� 13,000 rpm "#0	"��� 1 	��� &�%�#t�	��u���$����"���"���"#0	"��� 2 	��� 



 
 

"�,$
�u�)�% column &�%� ����.��	��		u� column )�!��)	 microtube 
�	)��! "��� AC buffer 50 
µl ����������%��$
(3��*���%
� 1 	���&�%�	u��##t�	�%������"��� 13,000 rpm "#0	"��� 1 	��� "���
�!�	)���%�1$�"#0	�!�	�
� ���������$������% "�,$
�u�����������������%&�%�)�%	u����������$��%�#
�u�������.�
�����u� electrophoresis �1$�.')�% 1.2% agarose gel "�!	"��� 
  ���������$������%�u�����!����."�,$
��"���'���u����"�� (DNA-sequencing) 
(Ward Medic, Thailand) "�,$
.'	u� sequence ��,
�u����"����$��%���u������ restriction 
enzyme ��$"���'���!
������ SNP �
� IL-6 )	�u�&�	!���$�%
�����!
�# 
 
  ������.��.��	��#{ �
� SNP IL-6 

1. ����u� PCR .����"
�	"
 ��$&������.��"����"���"�,
� 
�u���� �� master mix �������'"
�����$&���)	�������$ 7 &�%�	u��#)�!)	"��,$
� 

PCR ���� condition �����$&���)	�������$ 8 
 

�����$)�% #����3��$)�%�!
 1 reaction (µl) 
10X PCR buffer 2.0 
25 mM MgCl2 2.0 
2 mM dNTP 2.0 
10 µM primer forward 0.8 
10 µM primer reverse 0.8 
Taq polymerase enzyme 0.5 
Deionized water 6.5 
Template (DNA solution) 5.0 
Final volume 20 

�	�	���� 7 #����3����!�� � �u���������u� PCR "�,$
�� SNP IL-6  
 
 
 
 
 
 



 
 

Step Temperature 

(˚C) 

Time (min) 

Initial PCR activation step 94 10 
   3-step cycling  

Denaturing 94 1.00 
Annealing 50 1.35 
Extension 72 0.30 

 Number of cycles: 5 cycles 
Denaturing 95 0.30 
Annealing 50 0.30 
Extension 72 0.30 

Number of cycles: 25 cycles 
Final extension 72 10 

�	�	���� 8  Condition �u���������u� PCR  "�,$
�� SNP IL-6 
 
  .��	��	�u�������.�
� PCR product �������u� gel electrophoresis �1$�.'
)�% 1.2% agarose gel   
 

2. ����u� Digestion 
  "�,$
��% PCR product &�%� )�%"
	���, SfaNI (LweI) "#0	 restriction enzyme 
)	����u� digestion "�,$
�� .��	��#{ �
� SNP IL-6 �1$�.'"������������������$ 9 
 

�����$)�% #����3��$)�%�!
 1 reaction 
(µl) 

TANGO buffer 1.2 
SfaNI enzyme (1 unit) 0.1 
Deionized water 7.2 
PCR product 2.5 
Final volume 12.0 

�	�	���� 9 #����3�����$)�%)	����u� digestion 



 
 

  .��	��	)�%	u��# incubate ��$
(3��*�� 37°C "#0	"��� 10-12 ��$����&�'"�,$
)�%
"
	���������v�u�#����������%���*�3�����u����#t�	���'�
	�(� 2 ��$���� &�%�.1�	u��#)�%����
�%
	��$ 80 °C "�,$
��(�����u���	�
�"
	���� 
  ����.������u� digestion &�%�.'	u��#�u�������.�
�&v���"
�	"
 ��$��%�%����
� 
gel electrophoresis �����
� sample 12 µl ��$ ����� loadind dye 3 µl &�' marker �	�� 
50 bp ��)	��(��
� 8% polyacrylamide gel &��&	������1$�.')�%���)	���"���������������$ 
10 ����� 0.5X TBE buffer "#0	�������.!����'&������ 100 �����)�%"���#�'��3 1 ��$���� 30 
	��� &�%�	u� gel �#�%
��%�� 0.1% ethidium bromide "#0	"��� 10 	��� �%��

��%��	�u�"#�!�
#�'��3 2-3 ����� .��	��		u��# !�	"��,$
�k�������
����%����
"��"�,$
v!���*#&v���"
�	"
 ��$��%
�!
�#  
 

�����$)�% #����3��$)�% 
30% polyacrylamide 1.33 ml 
5X TBE buffer 1 ml 
Deionized water 2.635  ml 
10% ammoniumpersulfate 35 µl 
TEMED 1.75 µl 

�	�	���� 10 #����3�����$)�%)	���"����� 8% polyacrylamide gel �!
 1 gel 
 
�	������	�!$�'��@� (Data Analysis) 
  ��"���'���%
�*�����v���"������3� (descriptive statistic) ���.'	u�"�	
)	�*#
�
��!�"k��$�(mean) ��
���	(median) &�' �!�"��$��"�	������	(standard deviation) .��	��	
	u�"�	
���.')�%����&�'����� )	���	u�"�	
��������(#���.��.u�	�	 *%#+���������&�'
.')�%�v���"���
	(��	 (inferential statistic) "�,$
��(# ��
�#�'����&�')�% Wilcoxon )	���
"#����"��������&���!���
��!
	&�'������%������ !�����
��!���������� ��%&�! IL-6, ESR, CRP 
&�' skin temperature �u����� Spearman .')�%)	�����"���'�����������	
��
���������� ���
�#�&��� SPSS16.0 )	�!�	�
� SNP .'	u�"�	
.u�	�	 *%#+��&�'��(!�����(�)	&�!�'.��	��#{ 
&�' ����v�$�
�
�����"#����"�������)�% chi square test �u�	�3 Odd ratio ���)�% 95% 
confident interval &�'�u�	�3 logistic regression analysis ���)�%�#�&��� STATA 8.0 �����
	���u���-��$ p < 0.05 



 
 

�����  4 

1��	������	�!$�'��@� 

 
1�����	������&����� ESR, CRP ��� IL-6 
 

  Pre-operative 24 hours 2 weeks 6 weeks 14 weeks 26 weeks 

ESR (mm/hr)             

Median 26.5 47.5 58.0 42.0 40.5 26.5 

Percentile 25 14.0 27.3 42.0 31.0 23.5 14.0 

Percentile 75 37.5 65.5 79.0 70.0 58.0 37.5 

p value  0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 

CRP (mg/dl)             

Median 3.12 84.10 6.87 5.02 3.12 3.12 

Percentile 25 3.12 34.20 3.12 3.12 3.12 3.12 

Percentile 75 8.45 158.50 15.13 12.98 5.83 8.45 

p value  0.000 0.520 0.217 0.205 0.868 

IL-6 (pg/ml)             

Median 55.96 173.95 66.32 55.31 55.79 55.96 

Percentile 25 40.25 79.71 51.77 48.73 40.25 40.25 

Percentile 75 62.04 271.95 77.31 70.61 63.82 62.04 

p value  0.000 0.254 0.799 0.361 0.054 

�	�	���� 11 �!���
���	�
�����������!�� � )	&�!�'�!��"��� 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

  ������ ESR �
� *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"���� ���!�)	�!���!
	���
 !����, 24 ��$����, 2, 6, 14 &�' 26 ��#�������������� !���� �!���
���	 ("#
��"��	��������$ 50)
���!�"�!���� 26.5, 47.5, 58.0, 42.0, 40.5 &�' 26.5 mm/hr ����u���� .������&���)�%"��	
���)�%"�%	���u�&�!���������'��!�� box �
����� �
��!���
� box &���v1��!�"#
��"��	������
��$ 25 ���!�"�!���� 14.0, 27.3, 42.0, 31.0, 23.5 &�' 14.0 mm/hr ����u���� �!�	�
��	�
� 
box &����!�"#
��"��	��������$ 75 ���!�"�!���� 37.5, 65.5, 79.0, 70.0, 58.0 &�' 37.5 mm/hr 
����u���� ���!� outlier ��$�*���!�"#
��"��	��������$ 95 .u�	�	 2 �!� �,
 ��$�!
	��� !���� 90 mm/hr 
&�' 26 ��#�������������� !�����,
 111 mm/hr &������)�%��-���23� 0 &�')	�!���!
	���
 !���� ���!�	��$"#0	 outlier �����!� 3 "�!��� 1 �!��,
 182 mm/hr &������)�%��-���23� * (�*#��$ 
10) 

���!�"�,$
"#����"��������!
	��� !�������!� ESR "��$��*��1�	
�!����	���u���-
����v��� )	�!�� 24 ��$���� (p<0.05) &�'��#������$ 2 ���������� !���� (p<0.001) �1$�)	
��#������$ 2 ���������� !����.'���'����*��(� .��	��	"��$�����)	��#������$ 6 ���������� !���� 
&�!.	v1���#������$ 26 �'��� ESR �*���!��!
	��� !����
�!����	���u���-����v��� (�*#��$ 10) &���
�!�����.����%������ !����.	v1���#������$ 26 �'��� ESR �
� *%#+���*���!��'����!
	��� !����  
 



 
 

 

 

�@���� 10  ����&�������"#��$�	&#���
� ESR )	"�����$&���!����	                           
(** p< 0.001, *** p< 0.05) 

   
 
 
 
 
 
 
 

*** 
** 

** 
** 

** 



 
 

������ CRP �
� *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"���� ���!�)	�!���!
	
��� !����, 24 ��$����, 2, 6, 14 &�' 26 ��#�������������� !���� �!���
���	 ("#
��"��	��������$ 
50)���!�"�!���� 3.12, 84.10, 6.87, 5.02, 3.12 &�' 3.12 mg/dl ����u���� .������&���)�%
"��	���)�%"�%	���u�&�!���������'��!�� box �
����� �
��!���
� box &���v1��!�"#
��"��	��
������$ 25 ���!�"�!���� 3.12, 34.20, 3.12, 3.12, 3.12, &�' 3.12 mg/dl ����u���� �!�	�
��	
�
� box &����!�"#
��"��	��������$ 75 ���!�"�!���� 8.45, 158.50, 15.13, 12.98, 5.83 &�' 8.45 
mg/dl ����u���� ��-���23� 0 &�	�!� outlier ��$�*���!�"#
��"��	��������$ 95 ��-���23� * &���v1� 
outlier �����!� 3 "�!����1$����!��������!� (�*#��$ 11) 

 
���!� )	 24 ��$�������������� !���� .'���'��� CRP �*��1�	
�!����	���u���-

����v���"�,$
"#����"��������!
	��� !���� (p<0.001) .��	��	.'"��$�����)	��#������$ 2 
���������� !�������.'����.	)��%"��������!
	��� !����)	��#������$ 26 ���������� !���� 
(�*#��$ 11) ���	��	 CRP �����v����.	)��%"��������!
	��� !������%����&�!)	��#������$ 2 
����.����%������ !���� ����.����#������$ 2 ���������� !������!���!�������&���!����	
�!��
��	���u���-����v���"�,$
"#����"��������!��!
	��� !���� 
 



 
 

 

 

�@���� 11  ����&�������"#��$�	&#���
� CRP )	"�����$&���!����	 (**p<0.001) 
 
 
 
 
 
 
 

** 



 
 

�'����
� IL-6 �
� *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"���� ���!�)	�!���!
	
��� !����, 24 ��$����, 2, 6, 14 &�' 26 ��#�������������� !���� �!���
���	 ("#
��"��	��������$ 
50) ���!�"�!���� 55.96, 173.95, 66.32, 55.31, 55.79 &�' 55.96 pg/ml ����u���� .������
&���)�%"��	���)�%"�%	���u�&�!���������'��!�� box �
����� �
��!���
� box &���v1��!�
"#
��"��	��������$ 25 ���!�"�!���� 40.25, 79.71, 51.77, 48.73, 40.25 &�' 40.25 pg/ml 
����u���� �!�	�
��	�
� box &����!�"#
��"��	��������$ 75 ���!�"�!���� 62.04, 271.95, 77.31, 
70.61, 63.82&�' 62.04 pg/ml ����u���� ��-���23� 0 &�	�!� outlier ��$�*���!�"#
��"��	��������$ 
95 ��-���23� * &���v1� outlier �����!� 3 "�!����1$����!��������!� (�*#��$ 13) 

���!� )	�!�� 24 ��$�������������� !���� IL-6 ���'����*���!��!
	��� !����

�!����	���u���-����v��� (p <0.001) .��	��	"��$�����)��%"��������!
	��� !����)	��#������$ 2 
.	v1� ��#������$ 26 ���������� !���� (�*#��$13) &����!� IL-6 �����v���'���)��%"��������!
	
��� !��������&�!��#������$ 2 "�!	"������� CRP �������.����#������$ 2 ���������� !������!
���!�������&���!����	
�!����	���u���-����v���"�,$
"#����"��������!��!
	��� !���� 
 
 



 
 

 

 

�@���� 12  ����&�������"#��$�	&#���
� IL-6 )	"�����$&���!����	(** p <0.001) 
  
  
 
 
 
 
 
 

** 



 
 

1�����	������&������#S!�@��1��!�
������S�'���.	 
  �!�"k��$��
�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�������%������ !������$ 2, 6,14 &�' 26 
��#���� �,
 36.4, 36.2, 35.7 &�' 34.6 °C ����u���� �!�	)	�%����$��!��%������ !�������!�"k��$�

�*!��$ 31.8, 32.5, 33.1 &�' 33.0 "�!	��	 (�������$12) 
 

 2 weeks 6 weeks 14 weeks 26 weeks 
Non-operated knee  31.8 + 1.45 32.5 + 1.86 33.1 + 1.95 33.0 + 1.51 
Operated  knee 36.4 + 0.40 36.2 + 1.87 35.7 + 1.30 34.6 + 1.61 
 
�	�	���� 12 �!�"k��$��
�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!���$��%������ !����"#����"��������%
"�!�

���%����$��!��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"����  
 

���!���
��'�'"���������.���"�!��%����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"����.'
��
(3��*���*���!�"�!���$ ��!��%������ !�������������&���!��
�!����	���u���-����v���               
(p < 0.001) (�*#��$14) .'"��	��%�!�
(3��*�����"�3 ���	���%
"�!���$��%������ !����.'"��$�&	��	%�
��������u����.	v1���#������$ 26 
(3��*��.1�)��%"������	"�!�
���%����$��!��%������ !���� 
  ���"�!���$��%������ !���� ���!�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�)	��#������$ 14  
&�'��#������$ 26 ���������� !��������
�!����	���u���-����v��� (p < 0.05) "�,$
"�������

(3��*������������ !����)	��#������$ 2 &����!�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!������%���$�(�"�,$

"#����"����������������
,$	� 
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�@���� 13  ����&������"#��$�	&#���
�
(3��*�����"�3"�!����� 2 �%���
� *%#+����$��%���
��� !����"#��$�	�%
"�!�"���� )	�!��"�����$&���!����	 (* p < 0.001) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* * * 
* 



 
 

1��	�����&����&���	��
��
�0$����
�,�)�
* 
.�����"#����"����������������� 3 ��������!�� (�*#��$ 13) .'"��	��%�!��'��� CRP &�' 

IL-6 )	�!�� 24 ��$�������������� !���� "��$��*������!��!
	��� !���� 28 &�' 3 "�!�����u���� 
&�'���'����*��1�	v1��'����*��(���%"�����!� ESR �1$�.'���'����*��(�)	�!����#������$ 2 ����������
 !���� ����.��	��	���� IL-6 &�' CRP .1�"��$�����)��%"��������!��!
	��� !����)	�!����#������$ 2 
���������� !����&�! ESR .'"��$�����)	��#������$ 6 

"�,$
�u������"���'�����������	
�����v������)�% Spearman ���!��!
	��� !������!
�����������	
�
�!����	���u���-����v���������������)� )	�!�� 24 ��$�������������� !����
���!��'����
� ESR &�' CRP �����������	
���	
�!����	���u���-����v��� (p <0.001 &�'      
r =0.651) )	��#������$ 2 ���������� !���������������	
�
�!����	���u���-����v����
�ESR 
&�' CRP (p <0.001 &�' r=0.665) ESR &�' IL-6 (p=0.013 &�' r=0.434)  CRP &�'  IL-6 
(p=0.001 &�' r=0.539) �!�	)	��#������$ 26 ���������� !���� �'����
� ESR &�' CRP ��
���������	
���	
�!����	���u���-����v��� (p=0.013 &�' r=0.441) �!�	 IL-6 &�' CRP��
���������	
���	
�!����	���u���-����v���"�!	��	 (p=0.03&�' r=0.452) 
������������!�
(3��*��
 ���	�����"�3�%
"�!���!�����������	
���	
�!����	���u���-������������)�"�� 
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�@���� 14  ����&�������"#��$�	&#���
� biomarker )	"�����$&���!����	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

��	��
��
�0$�����*
� IL-6 +��)�	/��'����+�B��
�� 
 

 
�*#��$ 15  ����&������"#����"�����'����
� IL-6 )		�u����%
&�')	����$� (p <0.001) 
   
  �'��� IL-6 .��	�u����%
���!���
���	"�!���� 87.03 pg/ml ������!�"#
��"��	��
������$ 25 �1$�"#0	�
��!���
� box  &�'"#
��"��	��������$ 75 �
��	�
� box  "�!���� 62.13 &�' 
269.45 pg/ml ����u���� �!�	����$����!���
���	"�!���� 56.86 pg/ml �!�"#
��"��	��������$ 25 &�' 
75 "�!���� 48.73 &�' 68.74 pg/ml ����u���� ���!��'��� IL-6 .��	�u����%
.'���!��*���!�����$�
�!
	��� !����
�!����	���u���-����v��� (p <0.001) "	,$
���.��	�u����%
.'�!��
�v1����
��"��
�
�& � !����.�� local response �u�)�%���!��*���!�)	����$��1$�"#0	 systemic response  
 

 

 

** 



 
 

1��	�
W�X	 restriction enzyme ����!�	����.� IL-6 polymorphism 
 
  .������!����.�u����"���
� SNP IL-6 (�������$13) )	��(!��
� *%#+����$"#0	
����%
"�!�"�,$
�&�'��(!�����(��1$�"#0	�	#�����$��"�%����������.�(����#�'.u�#6 ���!�
"
	���� SfaNI (LweI) "���'���!
���)�%"#0	 restriction enzyme "�,$
���.��.��	��#{�
� 
SNP IL-6 ��$�u�&�	!� -174  
 

�	�� �u����"�� 
osteoarthritis CTGATTGGAAACCTTATTAGGATTGTGCAATGTGACGTCCTTTA

GCATCGCAAGACACAACTAGGGGGAAAAGTGCAGCTTAGGTC
GTCATTGAGGCTAGCGCTAAGAAGCAGAACCACTCTTCCTTTA
CTTTCTTTTTTTCTTTTATTAGTGACTCAGCACTTTGGCATGTCTT
GACAAAGAGTAAAGCTGAAGTCA 

control CTGATTGGAAACCTTATTAGGATTGTGCAATGTGACGTCCTTTA
GCATCGCAAGACACAACTAGGGGGAAAAGTGCAGCTTAGGTC
GTCATTGAGGCTAGCGCTAAGAAGCAGAACCACTCTTCCTTTA
CTTTCTTTTTTTCTTTTATTAGTGACTCAGCACTTTGGCATGTCTT
GACAAAGAGTAAAGCTGAAGTCAA 

 
�	�	���� 13 �u����"���
� IL-6 )	 *%#+���%
"�!�"�,$
�&�'��(!�����(� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 1��	����%!	%�-�/��k��� SNP IL-6 
  .������u� PCR "�,$
"��$�#����3��"
�	"
�
� SNP IL-6 ��$�u�&�	!� -174 .'��%
&v���"
�	"
��$���	�� 198 bp (�*#��$15) 
 
      1     2         3        4        5          6         7       8        9       10        11     12 

 
     
�@���� 16 ��"
�	"
.������u� PCR �	�� 198 bp 
   &v���$ 1  DNA marker 100 bp  

&v���$ 2  Negative control 
&v���$ 3-12  PCR product 
 

  "�,$
	u��#����%��"
	���� SfaNI ���!�.��	��#{�
� SNP IL-6 ��$�u�&�	!� -174 �� 
3 �*#&�� �,
 GG �����	�!�	�
���"
�	"
 2 ���	 �,
 140 &�' 58 bp , GC �����	�!�	��"
�	"
 3 ���	 
�	�� 198, 140 &�' 58 bp &�' CC �1$�"
	������!�����v�����%�%��"
	���� sfaN1 .'�����	�!�	
�
���"
�	"
 1 ���	�	�� 198 bp (�*#��$ 16,17) 

 
 
 
 
 
 



 
 

 
  1    2          3          4  5      6        7 

 
 

�@���� 17 ���23'�
���"
�	"
)	&��.��	��#{�!�� �  
&v���$  1-2 GC (heterozygous) 
&v���$  3-7 GG (homozygous)  

 
       1           2            3             4 

 

�@���� 18  ���23'�
���"
�	"
)	&��.��	��#{�!�� �  
&v���$ 1  CC (homozygous) 
&v���$ 2  GG (homozygous)  
&v���$ 3  PCR product 
&v���$ 4  DNA marker 50 bp 

 



 
 

  .�����/1�2����!�)	��(!� *%#+���%
"�!�"�,$
��������'.������
�.��	��#{ GG, 
GC &�' CC "#0	 53, 16 &�' 1 ����u���� �!�	)	��(!�����(�������v�$�
�.��	��#{ GG, GC 
&�' CC "#0	 88, 12 &�' 0 ����u���� &���"��	��%�!�.��	��#{ GC )	 *%#+��������!�	�*���!�
#�'��3 2 "�!��
���(!�����(� (22.9 &�' 12% ) 

 

����� G &�' C )	��(!� *%#+���������'.�����"#0	 122 &�' 18 ����u���� �!�	

)	��(!�����(�"#0	 188 &�' 12 ����u���� 
�����!�	�
�"�/���/"�/�-��)	��(!� *%#+��"#0	 
14/56 �!�	)	��(!�����(�"#0	 30/70 

 
 

  OA (n=70) Control (n=100) 

Genotype n percentage n percentage 

G/G 53 75.7 88 88 

G/C 16 22.9 12 12 

C/C 1 1.4 0 0 

Alleles         

G 122 87.1 188 94 

C 18 12.9 12 6 

Sex         

Male 14 20 30 30 

Female 56 80 70 70 
 
�	�	����14 �����'.������
�.��	��#{, 
������
� IL-6 &�'"�/  
 
   
 
 
 
 



 
 

.�������"���'�����)�%�v��� logistic regression ���!�.��	��#{ GC &�'"�/
�-����
�������"��$���!
���"#0	����%
"�!�"�,$
� ����� odds ratio 
�*!��$ 2.21 &�' 1.71 
����u����&�!��!��	���u���-����v��� (p >0.05) �!�	.��	��#{ CC ��!��
(�������3�)	��(!�����(�
"�� ���	��	.��	��#{�����!����!	!�.'������"��$���!
���"������	�� 
 

  Odds ratio 95% CI p 

G/C genotype 2.21 0.97-5.04 0.06 

Sex F 1.71 0.83-3.54 0.15 
 
�	�	���� 15  #t..����$�� ��!
����"��$���!
���"�������%
"�!�"�,$
���"���'�����)�% logistic 
regression 



 
 

�����  5 

��#�1��	���%
& �����	&1� ����'�������� 

��#�1��	���%
& 

��� !����"#��$�	�%
"�!�"����"#0	��
�������2� *%#+���%
"�!�"�,$
���$��
�����(	&�� 
 *%#+���!�	)�-!"#0	 *%�*�
��( ��$���$&������'�	��v1����
��"���
�& ����������� !����.1�"#0	
"�,$
���$�u���- �����������$�����v�
�v1����
��"����%���"���.1�"#0	"��,$
��,
��$�u���-�u��������
���.������
����
��"����$�� ���	��	�����.��)	�����	��.1�/1�2����������	
��
�������������
��"��
�
� *%#+����$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"����  

�����.�������	��)�%���
�!��.�� *%#+����$�������� !����"#��$�	�%
"�!�"���� & 	�


���
#������ ���������.(5�����3� ��.u�	�	�������	 52 ��� "#0	��� 8 ���&�'�-�� 44 ��� 

��("k��$� 69.2 #6  �.�������.�����!��'��� ESR "��$��1�	�*��(�)	��#������$ 2 ����������
 !����&�'"��$�����)	��#������$ 6 ���������� !�����������.	���!�)��%"��������!
	��%������
 !���� (�*#��$ 10) 

�u����� CRP &�' IL-6 .'���!��*��(�)	 24 ��$�������������� !���� .��	��	
�'���"��$�����)	��#������$ 2 ���������� !���� ���"�,$
��.��3�.������ (�*#��$ 11, 12) .'
"��	�!� IL-6 )	 24 ��$����������� !���� ���'����*���!��!
	��� !����#�'��3 3 "�!� )	�3'��$ 
CRP )	 24 ��$����������%������ !�������!��*���!��!
	��%������ !����#�'��3 28 "�!�  

���	��	 CRP &�' IL-6 �����v)�%)	���#�'"��	���'���
��"������������
 !�����
� *%#+���%
"�!�"�,$
���$��%������ !����"#��$�	�%
"�!�"������%����!� ESR "	,$
�.��)�%"���
���"#��$�	&#����%���"��� 

������.���
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!����������%������ !�������!� 

(3��*�����"�3 ���	���
�"�!���$��%������ !�����*���!��%����$��!��%������ !�������������
&���!����	
�!����	���u���-����v��� (p < 0.001) ����.��	��	.1�"��$�������� !����)	��#������$ 
2 ���������%������ !����&�'���!�)��%"��������%����$��!��%������ !����)	��#������$ 26 �������
��� !���� ���	��	
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�	u���)�%)	���#�'"��	���'���
��"���������
��� !������%"����"�,�
��%	"�!�	��	 "	,$
�.��)�%�'�'"���	�	��!����!�)��%"�������#��� (�*#��$ 14)  

 



 
 

.�������$���!�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�.'�����%���!����������
,$	&�'���
���!�
(3��*���%����$��!��%������ !����.'���!�
(3��*���*��1�	
�."#0	"���'����&�!�!���������
 !���� 2 ��#����"#0	�%	�#  *%#+�����.'����.��������1�	�u�)�%���)�%��	�
��%
�	���1�	.1�
�.�u�
)�%
(3��*��"��$��*��1�	�����!��%�����
��"���1$�"#0	"�,$
�#�����$.'"����1�	��% 

���	��	�!
	��� !�������!���!�����������)���$�����������	
���	
�!����	���u���-
����v��� (p>0.05) &�!���������%������ !����)	��#������$ 26 �'����
� ESR ��� CRP &�' IL-6 
��� CRP �����������	
���	
�!����	���u���-����v��� (p < 0.05) 

 

Biomarker �!��"�����$�'����*��(� (���������� !����) 

���/1�2������	�� ���/1�2���$ !�	�� 

ESR 2 ��#���� 5 ��	 (4, 19) 

CRP 24 ��$���� 1-2 ��	 (18) 

2 ��	 (4,19,20) 

5-7 ��	 (22) 

IL-6 24 ��$���� 12 ��$���� (20) 

24 ��$���� (21) 


(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� 2 ��#���� 5-7 ��	 (22) 

1 ��	 (23) 

�	�	���� 16 ���"#����"�����!��"�����$�'����
�����������1�	�*��(�)	 *%#+�� !����"#��$�	�%
"�!�
"�����'��!�����/1�2�)	�����	��&�'���/1�2���$ !�	�� 

 

 



 
 

���	��	.�����/1�2�)	 *%#+�� !����"#��$�	�%
"�!�"���������v	u��*#&���
�
���"#��$�	&#���
�����������!�� � ��$��%�u����/1�2�)	�����	�������v	u���)�%#�'"��	���
��"��
���������� !������% �����$����!��*���!��!���$/1�2���%)	�!��"���	��	
�.�u�)�%&������.��3�v1�
���� ��#�����$
�."����1�	��%���������� !���� "�!	 ���
��"����$
�."���.����������
��%

"�!�"������,
�����$�(� ��#����#.��"��� "#0	�%	 �u�)�%�����v#�'"��	��%���"�����!���$�
)�%
 *%#+��&���
������%   

����%
"�!�"�,$
�)	#t..(��	���!� ������#t..����$�u�)�%������"��$���!
���"������ 
&�!
��"��( ��u��������"�����������!����$"#0	�#��%�,
 ����������������������	
(���� .��
���/1�2���$ !�	��.��	��#{�
� SNP �� ��!
����"��$���
����"�������%
"�,$
� ���	��	�����.��	��
.1�/1�2�v1����23'�
�.��	��#{�
� SNP IL-6 "�,$
��#t..��"��$����$�u�)�%"�������%
"�!�"�,$
���% 

���/1�2������	����%�u����/1�2����&�!���(!�

�"#0	 2 ��(!� �,
 ��(!� *%#+���%

"�!�"�,$
�.u�	�	 70 ��� "#0	��� 14 ��� (20%) �-�� 56 ��� (80%) &�' ��(!�����(� 100 ��� 
"#0	��� 30 ��� (30%) �-�� 70 ��� (70%) ���!� SNP IL-6 �u�&�	!� -174 �����23'.��	��#{ 
3 &�� �,
 GG, GC &�' CC �������)	��(!� *%#+��&�'��(!�����(�.'��.��	��#{ GG �����$�(� �,
 
53 (75.7%) &�' 88 (88%) �������u���� �!�	.��	��#{ GC )	��(!� *%#+���� 16 ��� ( 22.9%) 
&�')	��(!�����(� 12 ��� (12%) �1$�)	 *%#+���������!�"�,
� 2 "�!� &�!.��	��#{ CC ��)	��(!�
 *%#+��"���� 1 ��� (1.4%) "�!�	��	)	�3'��$��(!�����(���!�����23'�
�.��	��#�����!�� 
(�������$ 14)&�' .�����)�% logistic regression "�,$
��"���'��#t..��"��$����$�u�)�%"�������%
"�!�
"�,$
� ��(#��%�!� .��	��#{ GC &�'"�/�-�� ��
����"��$���!
���"�������%
"�%�"�,$
�"#0	 2.21 &�' 
1.71 "�!�&�!��!��	���u���-����v��� (�������$ 15) 

�����	&1��	���%
& 

���"�������%
"�!�"�,$
�����"��(��.������#t..�� "�!	 
��( #�'���������%���
������".�� ����
%�	 ��,
 ������2����)�%������	�� "#0	�%	 (40) �1$�v%����'����
����"������
��$�(	&����� !����"#��$�	�%
"�!�"����.1�"#0	
�����"�,
��	1$���$"#0	������2�)	#t..(��	�1$�"#0	
��
�������2���$&��!������	
�!����� "�,$
��$.'�u�)�% *%#+�������v�������u�"	�	�����#�'.u���	��%

�!��#��� ��$���$.'��������������� !�����,
 ���'���
��"��&�'������"�,�
 "#0	"�,$
��u���-��$
����1��'���
�!�����"	,$
�.�� *%#+���!�	)�-!.'"#0	 *%�*�
��( 



 
 

#t..(��	&����.')�% ESR &�' CRP )	���#�'"��	��,
���.���������'���

��"���
� *%#+�����������%������ !����"#��$�	�%
"�!�"���� .�����/1�2���$ !�	��������.��� 
IL-6 �1$�
�*!)	��(!��
����#�'"��������	� �����v	u���)�%)	���#�'"��	���'���
��"��
���������� !����"#��$�	�%
"�!�"������% (7) "	,$
�.�� IL-6 "#0	 proinflammatory cytokine �	��
�	1$���$v*���%���1�	��.��"���� monocytes ��,
 macrophages "�,$
�#��'�(%	"�������)�%��%�� 
CRP, fibrinogen, serum amyloid A, hepatoglobin &�' complement (15)  �u�)�% IL-6 .'�*��1�	
�!
	 CRP "�,$
�����'���
��"��"����1�	 

���.�����/1�2���$ !�	��)	 *%#+�� !����"#��$�	�%
"�!�"�������!� IL-6 .'
�*��(���$ 12 ��$�������������� !����&�%�"��$���������.��	��	 �!�	 CRP ���'����*��(�)	��	��$ 2 
������� !���� (20) &�!.�����/1�2�)	�����	����%�u�������.���)	�!�� 24 ��$���� ����������
 !�����u�)�%���!� IL-6 &�' ESR ���'����*��(���%
���	)	�!��	�� ������$ IL-6 )	�!����	�����!��
�u����"��$����� �1$�"���.���%
.u����)	"�,$
��
����"������
�!��.1���!�����v"������
�!��"�,$
��
���.�(���$�������������� !������% 

�u��������/1�2� ESR �1$�"#0	������
����������'�
	�
�"���"�,
�&�� ���
"���"�,
�&��.'"��'��	"#0	��(!��u�)�% "�,$
�����
��"���u�)�% fibrinogen )	������"��$�����1�	
.1�"��������	,� "����"���"�,
�&��.1�����%�%��� ���	��	�����$ IL-6 "#0	�����'�(%	)�%"�������
��%�� fibrinogen ����1�	����������
��"�� .1��u�)�%������ ESR "��������"#��$�	&#����$�%���!� 
IL-6 &�' CRP  

���"#��$�	&#���
�
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!� ���!�
(3��*����$�����%���!� 
SD ��$�!
	�%����%����� 
�."���"	,$
���.��)	 *%#+��&�!�'�	��
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�
&���!����	)	&�!�'����'&���%
��1$�"#0	 �)�%
(3��*�����"�3�%
"�!������v&#� �	�#���

(3��*������'&���%
���%"�!	��	 ���	��	
(3��*�� ���	�����"�3�%
"�!�.1������v	u���)�%)	���
#�'"��	���'���
��"����%"����"�,�
��%	"�!�	��	 .�����/1�2��!
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)�%�'���������	�)	"�,
��*��!
	��$.'��%������ !����(21) .�������.��	��	�u����%
&�' drainage 
fluid .1�)�% �)��%"������	 ���	��	�'��� IL-6 �*�������������� !���� 1-3 ��	&����!�	!�.'�� 
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�	�1��� � 
�	�����&��	�������	!�
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1. ���"����� Wash Buffer 1X PBS  

1.1. ��$� NaCl 8.0 g, Na2HPO4 1.16 g, KH2PO4 0.2 g &�' KCl 0.2 g 
1.2. �'���)		�u����$	#������ 800 ml 
1.3. #��� pH )�%��% 7.2 &�%�"���	�u����$	.	��% 1000 ml 
1.4. "��� Tween-20 0.5 ml  ��)�%"�%���	 
 

2. ���"����� Capture antibody )	 coating buffer 
2.1. "��� 5X coating buffer 2 ml  	�u����$	 8 ml &�' Capture antibody 50 µl  
2.2. �u���� ��)�%"�%���	 
 

3. ���".,
.�� Assay diluent  
3.1. "��� 5X assay diluent 10 ml 
3.2.  �����	�u����$	 40 ml 
 

4. ���"����� Standard solution 
�u�����'��� � lyophilized standard ���"���	�u����$	 2 ml ��)	���  ��)�%"�%���	.'

��%����'�����$������"�%��%	 100 ng/ml 	u��#&�!�"�����$�*%"��	 4 °C  
 

5. ���".,
.�� Standard solution  
5.1. �u���� �� standard solution ��$������"�%��%	 100 ng/ml #����3 5 µl ��� 1X assay 

diluent 995 µl .'��%����'�����$������"�%��%	 500 pg/ml 
5.2. 	u�����'�������"�%��%	 500 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%

����"�%��%	 250 pg/ml 
5.3. 	u�����'�������"�%��%	 250 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%

����"�%��%	 125 pg/ml 
5.4. 	u�����'�������"�%��%	 125 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%

����"�%��%	 62.5 pg/ml 



 
 

5.5. 	u�����'�������"�%��%	 62.5 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%
����"�%��%	 31.3 pg/ml 

5.6. 	u�����'�������"�%��%	 31.3 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%
����"�%��%	 15.6 pg/ml 

5.7. 	u�����'�������"�%��%	 15.6 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%
����"�%��%	 7.8 pg/ml 

5.8. 	u�����'�������"�%��%	 7.8 pg/ml 110 µl  ����� 1X assay diluent 110 µl .'��%
����"�%��%	 3.9 pg/ml 

 
6. ���"����� Detection Antibody  

	u� Detection antibody 60 µl  ����� 1X assay diluent 11.94 ml  ��)�%"�%���	 
 

7. ���"����� AV-HRP 
	u� AV-HRP 12 µl  ����� 1X assay diluent 11.99 ml  ��)�%"�%���	 
 

8. ���"����� TMB substrate 
	u� Reagent A 5 ml  ����� Reagent B 5 ml  ��)�%"�%���	 
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1. ���"����� red blood cell lysis buffer  

1.1 ��$� KHCO3 0.5 g, NH4Cl 4.15 g &�' EDTA 0.019 g �'����%��	�u����$	#�'��3  
             100 ml 

1.2  "���	�u����$	.	��� 500 ml  
1.3 	u��#��
� !�	 filter �	�� 0.2 µm 

 
2. ���"����� 1X Phosphate buffer saline (PBS)  

2.1 ��$� NaCl 8.0 g, Na2HPO4 1.16 g, KH2PO4 0.2 g &�' KCl 0.2 g 
2.2 �'���)		�u����$	#������ 800 ml 
2.3 #��� pH )�%��% 7.2 &�%�"���	�u����$	.	��% 1000 ml 
2.4 	u��#"�%�"��,$
� autoclave 

 
3. ���"����� Proteinase K 

3.1 "��� DNase-free water 3 ml  
3.2 	u��# ��)�%"�%���	���)�%"��,$
� vortex 
 

4. ���"����� 10X Tris-acetic EDTA buffer (TAE buffer)  
4.1 ��$� Tris base 48.4 g �'����%��	�u����$	 #�'��3 50 ml 
4.2 "��� glacial acetic 17.0 ml �	)�%"�%���	 
4.3 "��� 0.5 M EDTA, pH 8.0 7.44 ml �	)�%"�%���	 
4.4 "���	�u����$	.	��%#������ 100 ml #��� pH 7.8  

 
5. "����� 1 M Tris-hydrocholic acid, pH 8.0 

5.1 ��$� Tris (MW: 121.14 g/mol) 181.7 g �'���)	 deionized water 70 ml 
5.2 #��� pH )�%��% 8.0 ���"��� concentrated HCl #�'��3 5.0 ml 
5.3 "��� deionized water .	��% 100 ml  

 
 



 
 

6. ���"����� 1.2% agarose gel 
6.1 ��$� � agarose 1.2 g "���)	 flask �	�� 250 ml 
6.2 "��� TAE buffer .	��%#������ 100-110 ml &�%�
(!	�%�� microwave .	�'���"�%���	�� 
6.3 "���&������� (tray) 

 
7. ���"����� 10X Tris-boric EDTA buffer (TBE buffer)  

7.1 ��$� Tris base 121.1 g �'����%��	�u����$	 #�'��3 50 ml 
7.2 "��� Boric acid anhydrous 55.6 ml �	)�%"�%���	 
7.3 "��� 0.5 M Na2EDTA �	)�%"�%���	 
7.4 "���	�u����$	.	��%#������ 100 ml #��� pH 8.3 

 
8. ���"����� 30% polyacrylamide 100 ml 

8.1 ��$� Bis acrylamide 0.8 g �'���)	 D.W. )�%��% 25 ml  
8.2 "��� 40% acrylamide 75 ml 
8.3  ��)�%"�%���	 

 
9. ���"����� 10% Ammonium persulfate 

9.1 ��$� Ammonium persulfate 0.1 g 
9.2 "���	�u����$	.	��� 1 ml 

 
10. ���"����� LB broth &�' LB agar 

10.1 ��$� Tryptone 5 g, NaCl 5 g &�' Yeast extract 2.5 g "���	�u����$	#�'��3 50 ml 
10.2 "���	�u����$	.	��� 500 ml  
10.3 &�!�����'�����$��%�� 200 ml 	u���"��� agar 3 g "�,$
"�����)�%"#0	 LB agar   
10.4 	u���������#"�%�"��,$
� autoclave ��$ 121 °C, 15 pound "#0	"��� 20 	��� 
10.5 	u�����'����u�����"����� LB agar ��"��� 120 mM ampicillin 200 µl  ��)�%"�%���	 
10.6 "�)�!.�	"�����"�,�
#�'��3 20 ml 
10.7 "���.�	"�����"�,�
"�%� incubator 37 °C ������%.	&�%� 	u��#"�����$�*%"��	 4 °C 
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Serum IL-6, C-reactive Protein, Erythrocyte Sedimentation Rate, and Knee Skin 
Temperature After Total Knee Arthroplasty 

Sittisak Honsawek, 1,* Aree Tanavalee1, Benjamad Deepaisarnsakul1, Manoon 
Sakdinakiattikoon2, Srihatach Ngarmukos1, Pongsak Yuktanandana1  

1Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand 
2Bangkok metropolitan Administration General Hospital, Bangkok 10100, Thailand 

 
Objectives: Knee osteoarthritis is a common cause of severe pain and functional 
limitation. Total knee arthroplasty is an effective procedure to relieve pain, restore knee 
function, and improve quality of life for patients with end stage knee arthritis. The aim of 
this study was to investigate the inflammatory process in patients with severe 
osteoarthritis before surgery and in subsequent periods following total knee arthroplasty.  
Methods: A prospective study of forty-nine patients undergoing primary total knee 
replacements was conducted. The patents was evaluated by monitoring serum 
interleukin-6 (IL-6), C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR), knee 
skin temperature, and clinical status. Measurements were carried out preoperatively and 
postoperatively at 2, 6, 12, and 24 weeks during follow up review in the knee clinic.  
Results and conclusions: The serum IL-6 and CRP elevate in the first postoperative week 
but fall to pre-operative values at 2 weeks. Both remain within normal limits at 12 weeks. 
In addition, the ESR rises postoperatively and remains elevated up to 24 weeks. The 
difference in skin temperature between operated and contralateral knees had a mean 
value of +4.5 °C at 2 weeks. The mean value decreased to +3.5 °C at 6 weeks, +2.5 °C 
at 12 weeks, and +1.0 °C at 24 weeks. The difference in skin temperature decreases 
gradually but remains statistically significant up to 24 weeks after surgery. A sustained 
elevation in serum IL-6, CRP, ESR, and skin temperature must raise the concern of early 
complication.  
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