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Abstract. �������������� �� � ������ ���� �������� ������ �������������������� �� � ���������� �������� ������ �����-
���� w��h ����w���h� m��b�d��� ��d m�������� �h�� �� ������� 
�����d b� ���h�� Cryptococcus neoformans (C. neoformans) 
or Cryptococcus gattii (C. gattii). E��d�m��������� ���d��� 
h��� ��d�����d �h�� C. neoformans ��� m��� ����� �������d 
�� �mm�����m���m���d ��d �mm�����m������ ��������. I� 
h�� b��� w��� ����b���h�d �h�� �h� ����k��� ������ �� �h� h��� 
m��k�d�� ������� �h� �����m� �� ������������ d������, ��d �h� 
�������� ���������� �� m����RNA�(m�R� �� m�RNA�) ��� �����-
����� �m������� ��� �mm���m�d�������. H�w����, �h� ���� �� 
m�RNA� ��d �h� m�������� b���� �� �h� ��fl�mm����� �������� 
��d���d b� C. neoformans �� m�������� ��m��� ��k��w�. I� 
�h�� ���d�, w� �d������d 7 d������������� �x������d m�RNA� �� 
THP�1 ����� �x����d �� C. neoformans b� I���m��� ��q�������, 
��d ������m�d ��� ���d���� b� RT�qP�R. F���h��m���, 
m�R�146� w�� �������d ��� ����h�� �������� �� �d������ �h� ����-
������ m��h����m� �� ��fl�mm����� ��d���d b� C. neoformans. 
A� �x�m������� �� �h� �������� �� m�R�146� �� m�������� 
w�� ������m�d b� �����x�������� ��d ��h�b����� m�R�146�. I� 
�dd�����, w� �d������d � ������� �� ��d������ �� �������� �� � 
������� �� m����b��� ��m������� ��d ������fl�mm����� ����-
k����. O�� d��� ��������d �h�� �h� ������� �������κB (NF-κB) 
���hw�� w�� ��q����d ��� �h� ��d������ �� m�R�146�, wh����� 
m�R�146� ���������� ��������d NF�κB ���������� b� ��������� 
��������k���1 ������������������d k����� 1 (IRAK1) ��d TNF 
�������� ���������d ������ 6 (TRAF6), �h�� ��h�b����� NF�κB 
���������� ��d �h� ������� �� ��fl�mm����� ����k���� �� m���-
����� ��d���d b� C. neoformans.

Introduction

��������������, � ����������� ����� ���������� ������ �����-
����, ���m����� �����d b� ���h�� Cryptococcus neoformans 
(C. neoformans) or Cryptococcus gattii (C. gattii), h�� ���d�-
���� ��������d �� ����d���� w���dw�d� ���� �h� ���� 20 �����, 
������������ �� �h��� (1,2). I�������� ������d� ��� ��h������� 
��d ��b��q���� d����m������� �� �h� ������� ������� �����m 
�� ����� m�����������h������. W���dw�d�, �h� m��� ��mm�� 
���k ��� �������������� �����d b� C. neoformans �� �mm���-
d��������, ���h �� AIDS, ��d ���������� �����d b� C. gattii 
��� m��� ����� �������d �� �mm�����m������ �������� (3). 
E��d�m��������� ���d��� ���m ��� ���� A���� ���������, �������-
����� ���m �h���, h��� ��d�����d �h�� C. neoformans ������� 
m����� HIV����������d �������� ��� wh�m � ���d�������� 
��d������� ������ m�� �� m�� ��� b� �������� (4,5).

A �������� ���d� �������� ��������d �h�� �����������������
m�����h��� ����������m������� ������ ��������b�d��� ��� � 
���k ������ ��� ������� ������� �����m ��������� b� C. gattii 
�������������� �� ��h��w��� �mm�����m������ ��d���d���� (6). 
Th��, �h�� ������ �h� q������� �� wh��h�� �h� ��������d h����h� 
h���� �� �������������� �����d b� C. neoformans ���, �� ����, 
����m�����d b� ��h�� �mm�����m���m����� ���d������ �h�� 
h��� ��� b��� �d������d.

Th� ������ �mm��� �����m, �����d��� �������� ��m�������, 
m��������, m�����h���� ��d m��� ��h�� ���������, �� �h� ���� 
���� �� d������ ������� ���h�����, ��d b���d�� �������� ������� 
����d��� m�����������m�. M�������� ��� b���d�b���� ����� 
�h�� d������������ ���� m�����h���� w��h�� �������, wh��h ��� 
���������d �����w��� �� ��fl�mm����� ������ (7). O��� w��h�� 
�������, m�����h���� ��� ����h�� d������ d������� ���������� 
�h��������, wh��h �� d����m���d b� �h� ����k��� m����� 
��d���d b� ���h����� (8,9).

M�����h���� ��� �m������� ��m������� w��h ��������� 
��������� ���m������� �������d �� h��� d������ ��d �mm����� 
������� ������� m�����������m�, �����d��� b�������, �������, 
����� ��d ��������� (10). M�����h���� ������� � b���d ����� 
�� ������������ ���������, ������������� m�d������ ��d �����-
���� ��������� m�������� ��� �h� �����������, ������m��� ��d 
d���������� �� ����d��� ���h�����, ��d ��� �h� ���������� �� 
��h�� ����� �� �mm��� ����� (11). I� ���h� �� �h� �m������� ���� 
�� m�������� �� �h� �mm��� ��������, �dd������� �������������� 
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�� �h� �mm��� m��h����m �� m�������� �x����d �� C. neofor-
mans w���d b� �� ��������.

T������k� ��������� (TLR�), ��� �h� ����� �d�������d ��d 
�h� m��� w��� �h��������z�d ������������������� �����-
���� (PRR�) �h�� �������z� ��m������� d�����d ���m � w�d� 
����� �� ���h����� k��w� �� ���h��������������d m�������� 
�������� (PAMP�). TLR� ��b��q������ �������� �� �������������� 
������ �mm��� �������� ��d h��� �������� ��d �h��� �d������ 
�mm��� ��������� (12,13). Am��� �h� TLR�, TLR2 ��� �����-
��z� m����b��, �����d��� ��m������� ���m G��m��������� 
b������� �� �h� �������� �� TLR1 �� TLR6 (14). Th� �m���-
����� �� TLR2 �� h��� d������ ������� C. neoformans h�� b��� 
w�d��� ���d��d �� ���m�� �x����m���� (15,16).

Th� ���������� �� TLR� ��������� � �����m�mb���� ��������� 
�����d� ��d �������� ������������� ��������� m��������, 
�����d��� ��������k���1 ������������������d k����� (IRAK)1, 
IRAK4 ��d TNF �������� ���������d ������ 6 (TRAF6), ��d 
�h�� ��������� � ������ �� �mm��� ��������� (17). A��h���h �h� 
��fl�mm����� �������� �� �����b�� ��� d������ w��h ���h�����, 
�� �h� ��fl�mm����� �������� �� ����������d, �� ��� ��k� � ���� 
�� �h� b�d� ��d ���d �� ������� d������. Th��, �������� ������-
���� �� �h� �������� ��� ���������� �m�������.

M����RNA� (m�R� �� m�RNA�) ��� � ����� �� h��h�� 
��������d �m��� ������d��� RNA�, 19�24 ��������d�� �� 
�����h, wh��h ���������������������� �������� ���� �x����-
���� b� ��������� �h� 3' �����������d ������ (3'UTR) �� ������ 
mRNA� (18). m�RNA� ������� ������� ����h���� b� d����d��� 
mRNA� ��d ��h�b����� �h��� ����������� (19). A���m������� 
���d���� h�� ��d����d �h�� m�RNA� ���� � ����� ���� �� �h� 
���������� �� �h� �mm��� �����m, �����d��� �h� d������m��� 
��d d�������������� �� �mm��� �����, ����b�d� ���d������ ��d 
������ �mm��� ���������� (20,21).

Th� �b���m�� �x�������� �� m�RNA� �� ���� �������d �� 
������� d�������, ������� ���m �h� d������m��� ��d d����������-
���� �� ����� �� ��m��� (22), ��d ��fl�mm����� ��d �����mm��� 
d����d��� (23,24). R����� ���d���� h�� ��d�����d �h�� m�RNA�, 
���h �� m�R�9, m�R�21, m�R�125�, m�R�132, m�R�146�/b ��d 
m�R�155 ��� ��d���b�� b� PAMP�, ���h �� ������������h�-
��d�� (LPS). Th��� m�RNA� ��� ���� ������d �� ���������� 
������ �mm��� ��������� (25�27). m�R�146� �� ��� �� �h� m��� 
���m����� m�RNA� ��d���d b� TLR ������� �h����h ������� 
�������κB (NF-κB) ���������� ��d �h�� ���d� b��k �� �������� 
TLR���������d NF�κB ���������� (28).

I� h�� b��� w��� ����b���h�d �h�� �h� ����k��� ������ �� �h� 
h��� m��k�d�� ������� �h� �����m� �� ������������ d������, 
��d �h� �������� ���������� �� m�RNA� ��� ���������� �m������� 
��� �mm���m�d�������. H�w����, �h� ���� �� m�RNA� ��d 
�h� m�������� b���� �� �h� ��fl�mm����� �������� ��d���d b� 
C. neoformans �� m�������� ��m��� ��k��w�. Th��, �h� ��m �� 
�h�� ���d� w�� �� ����������� �h� ������� �� �h� ���q�� ���������� 
������� �� m�RNA� �� C. neoformans��x����d m�������� �����.

W� �����z�d �h� d����������� m�RNA �x�������� ������� 
in C. neoformans��x����d THP�1 �����, ��d ���d����d �h��� 
������ ����� ��d ��������. O�� d��� ��d����� �h�� m��� 
m�RNA�, �����d��� m�R�146�, ��� ������d �� ���m��� h�m�� 
m�����h���� �x����d �� C. neoformans. W� d�m�������� �h�� 
C. neoformans ��m������� ��d��� NF�κB ���������� �h����h 
� TLR ��������� ���hw��, ��������� �� �h� ������������ �� �h� 
m�R�146�, wh��h, ���� ����������, d�w���������� �h� mRNA 
��d ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6, ��d����� �h� �������� 

�� �h� NF�κB ���hw��. Th� ����������� �� m�R�146� w��h NF�κB 
in C. neoformans��x����d THP�1 ����� �� �h���h� �� b� ������� 
�� �h� ��fl�mm����� ��������, d����m����� �������������� 
����������� ��d ����������� w��h d������ �����m� �� h�m���.

Materials and methods

Cells and bacterial culture. Th� h�m�� m�����h��� ���� ����, 
THP�1 (Sh���h�� ���� B��k, �h����� A��d�m� �� S�������, 
Sh���h��, �h���), w�� �������d �� RPMI�1640 (H������, 
L����, UT, USA) ������m����d w��h 10% ����� b����� 
����m (FBS; G�b��, �����b�d, �A, USA), ���������� (100 U/
m�), ��d �������m���� (100 m�/m�) (��� ���m B�����m� I�������� 
�� B�����h������, Sh���h��, �h���), �� � h�m�d���d ����b���� 
���������� 5% �O2 �� 37˚�. C. neoformans (WN148; ������ 
��� �h� P����������� �� M�d���� M�������, Sh���h��, �h���) 
w�� �������d �� YPD b���h (1% ����� �x�����, 2% ������� ��d 
2% d�x�����) ��� 3�5 d��� �� 30˚�, �h�� h�������d, w��h�d w��h 
������� ������, ��d ����������d b� h������ �� 56˚� ��� 60 m��. Th� 
��������� �� h����k������ w�� �������d b� ������� �� S�b�����d 
������� b���h (Sh���h�� H�� Y��� B�����h������ ��., L�d., 
Sh���h��, �h���). Th� h����k����d C. neoformans ��mb�� 
w�� ������d ��d �dj����d �� �h� d�����d �������������. Th� 
THP�1 ����� w��� ����b���d w��h �h� h����k����d C. neoformans 
WN148 ��� 0, 3, 6, 9 ��d 12 h. F�� ��� �x����m����, �h� ����� 
w��� �x����d �� WN148 �� �� MOI �� 1:5.

NF-κB inhibitor (PDTC) pre-treatment. Th� ����������� 
�m���� �� THP�1 ����� w�� ������d �����d��� �� �h� �x����-
m���. Wh�� �h� THP�1 ����� w��� ���w� �� 80% ���fl�����, 
�h� ����h ������������ m�d��m w�� �������d. Th� ����� w��� 
����������d w��h NF-κB ��h�b���� (PDT�, S1809; B�����m� 
I�������� �� B�����h������) ��d �h� ���� ������������� w�� 
10 µM. A���� 12 h �� ���������m���, �h� ����� �� �h� �x����-
m����� ����� w��� ������d w��h C. neoformans (MOI = 5). 
A���� 3 ��d 6 h, �h� ����� w��� ��������d.

In vitro exposure model. Th� THP�1 ����� w��� ���d�d �� 
5x106 �����/����k ��d ���w� �� 70% ���������� �� 37˚� �� 
5% �O2. THP�1 m��������� (���������� �����x�m����� 107 �����) 
w��� ����b���d w��h 5x107 C. neoformans (MOI �� 5) ��� 6 h 
�� �h� ��d������ m�d��. Th� �x����d ����� w��� ����d w��h 
0.1% TRIz�� (I���������, �����b�d, �A, USA), ��d �FU ������ 
�� �h� ���� ������� w��� d����m���d b� RT�qP�R (7900 �������m� 
P�R �����m; A�����d B�������m�, F����� ����, �A, USA).

Small RNA library construction and Illumina sequencing. 
m�RNA �x�������� �������� �� C. neoformans��x����d THP�1 
����� ��� 0 ��d 6 h (�h�� �� � �������������� �x����m��� �� 4). 
m�RNA� w��� �������d b� ���������� ����� RNA� �� d��������� 
����������m�d� ��� ��������h������ ��d ������� � ������� �� �h� 
��� ���������d��� �� �h� ��z� 18�30 ��������d��. T���� RNA w�� 
�x������d ����� TRIz�� ������� (I���������) �����d��� �� �h� 
m�����������'� ������������, ��d �h� RNA ������������� ��d 
������ w��� d����m���d ����� �h� A������ T��h�������� 2100 
B�������z�� (A������ T��h��������, P��� A���, �A, USA). 
Sm��� RNA ��b���� ������������ ��d ��q�������, �������� �� 
��q������� d���, ���m����� RT�qP�R ��� m�RNA� ��d b����-
���m����� �������� w��� ������d ��� b� �h� Am������ G��� 
B�����h������ ��m������ (Sh���h��, �h���).
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THP-1 cell transfection. m�R�146� ���������� �������� 
w��� ������m�d ����� ����h���� m�R�146� m�m��, m�R�146� 
��h�b����, �������� ��������, �� FAM��������� ������� m�RNA 
�b�����d ���m G����zh�� R�b�B�� ��., L�d. (G����zh��, 
�h���) ��d ������������d �� ������������� w���� �� � ���������-
���� �� 20 mM. P���� �� ������������, �h� ����� w��� ����������d 
�� ����h ������� m�d��m �� � ������������� �� 1x106 �����/m�. 
Th� �����w��� d��, �h� THP�1 ����� �dj����d �� 1x106 �����/
w��� w��� ����������d w��h m�R�146� m�m�� (20 �M) �� ��h�b-
���� (40 �M) ����� L��������m��� 2000 (I���������), �����d��� 
�� �h� m�����������'� ������������. F����w��� ������������, 
�h� ����� w��� ����w�d �� ������� ��� 6 h �� 37˚� ��d ����h 
RPMI�1640 m�d��m w�� �h����d �h��������, ��d �h� ����� w��� 
�h�� �x����d �� C. neoformans ��� 3 h. S����������� ���m ���� 
�������� w��� ��������d ��d ������d ��� ����k��� ���������, ��d 
���� ������� w��� ���d ��� RNA ��������� ��d RT�qP�R.

RT-qPCR. T���� RNA �� ������d ������� �� ������d ��d ��������d 
THP�1 ����� w�� �������d ����� TRIz�� ������� (I���������) 
�����d��� �� �h� m�����������'� ������������. m�R�146� 
�x�������� w�� m������d ����� � T�qM�� M����RNA ������� 
������������� k�� (T�k���, D�����, �h���) ��d ���m���z�d �� 
�� �������� ����� �������, �� ���������� d�����b�d (29). F�� �h� 
��h�� �����, IRAK1, TRAF6 ��d �����, ������� ������������� 
w�� ������d ��� ����� 1 m� �� RNA �� ���d��� �DNA. Th� 
���m�� ����� ���d ��� �����d �� T�b�� I. RT�qP�R ��� m�RNA� 
w�� ������m�d ����� � ����d��d SYBR G���� P�R k�� (T�k���) 
�� �� 7900 �������m� P�R (A�����d B�������m�) �����d��� �� 
�h� ������������ ���m �h� ���������� m������������. T��������� 
��m���� w��� �����z�d �� ���������� w���� �� ���h �x����m���. 
Th� 2-ΔΔ�q m��h�d w�� ���d �� q������� �h� �������� ������ �� 
���� �x��������.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the deter-
mination of cytokine levels. S����������� w��� ��������d ���m 
���� �������� �� d�������� ��m� ������ �����w��� �x������ �� 
������� ���m���. S������d ����k����, ���h �� ��m�� �������� 
�������α (TNF-α), ��d ��������k���1β (IL-1β) �� �h� �����-
������� w��� m������d ����� ELISA k��� �����d��� �� �h� 
m�����������'� ������������ (�B���������, S�� D����, �A, USA). 
Th� �b���b���� �� 405 �m w�� m������d ����� � m��������� 
���d�� (B���R�d �M��k m��������� ���d��; B���R�d, H�������, 
�A, USA). Th� �b���b���� �� 405 w�� ��������d �� ������� 

�������������� (��/m�) ����� ����d��d ������ �� ����mb����� 
h�m�� �� m���� ����k����.

Western blot analysis. Th� ������� �x�������� ������ �� IRAK1, 
TRAF6 ��d NF�κB �65 (�65) �� ������d ��d ��������d 
THP�1 ����� w��� d������d b� w������ b��� ��������. B���fl�, 
�h� THP�1 ����� w��� ����d w��h RIPA b����� (B�����m� 
I�������� �� B�����h������). S����������� w��� ��������d 
�����w��� �������������� �� 13,000 ��m ��� 20 m�� �� 4˚�, 
��d �h� ������� ������������� w�� d����m���d ����� �h� B�A 
P������ ����� k�� (B�����m� I�������� �� B�����h������). T���� 
������� ���m �h� THP�1 ����� w�� �������d b� ��d��m d�d���� 
������������������m�d� ��� ��������h������ (SDS�PAGE), 
��d ����������d ���� Imm�b�����P ����������d��� d�����-
��d� (PVDF; M��������, B��������, MA, USA) m�mb�����. A���� 
b���k��� �h� m�mb����� w��h 5% �k�m m��k ��� 60 m��, �h�� 
w��� �h�� ���b�d w��h ���m��� ��bb�� �����IRAK1 (�b67841), 
�����TRAF6 (�b13853; b��h ���m Ab��m, ��mb��d��, UK), ��d 
������65 (���109) ����b�d��� �� � ������������� �� 1:200 (S���� 
���z B�����h������, I��., D���w���, �A, USA). A���� w��h��� 
�h� m�mb�����, �h�� w��� ���b�d w��h �h� ���������d��� 
�����d��� ����b�d��� [���� �������bb�� �����d��� ����b�d� 
(G1210�2); PB001; Sh���h�� Imm��� B�����h ��., L�d., 
Sh���h��, �h���] b����� d��������� �h�m ����� �� E�L w������ 
b��� d��������. Th� ������� b��d ����������� w��� m������d 
����� ������ Im���J ����w��� �����d�d b� �h� T�������m����� 
������ �� �h���zh��� H�������. B��k�����d ��������� w�� 
��b������d ���m ���h ��m��� ��d �h�� ���m���z�d �� �h� ����� 
���d��� ������� (���47778; S���� ���z B�����h������, I��.).

Statistical analysis. Th� m�j����� �� �h� �x����m���� w��� 
������m�d ��d����d����� �� ����� 3 ��m�� ��d ����d�d ��m���� 
�������. D��� ��� ��������d �� ������ �� �h� m���� ± SD ����� 
�h� SPSS 18.0 ����w��� (SPSS, I��., �h�����, IL, USA). F�� 
m������� ����� ��m��������, ����w�� ANOVA (�<0.05) w�� 
������m�d, �����w�d b� � �w����d�d, �������d S��d���'� ������. 
A� �������d �w�������d S��d���'� ������ w�� ���d �� ��m���� 
2 ��d����d��� ������. D���������� �� � ����� �� �<0.05 w��� 
�����d���d ������������� ����������.

Results

Identification of miRNAs with an altered expression in mono-
cytes during C. neoformans infection. T� �d������ �h� m�RNA� 
�� h�m�� m�������� wh��� �x�������� w�� ������d d����� 
C. neoformans ���������, w� ������m�d ��� m�RNA �x�������� 
��������� �� THP�1 ����� �������������� w��h �h� ����d��d-
�z�d ������, C. neoformans, ����� �h� I���m��� ��q������� 
m�RNA �x�������� �����. Th� m�RNA� �� �h� THP�1 ����� �� 
6 h �����w��� C. neoformans ��������� w��� ��m����d w��h 
m�RNA� ���m �h� ������� ����� �x����d ��� 0 h. Th� ��m� ����� 
�� 6 h �������������� w�� �������d �� ��fl��� �h� �h���� �� �����-
m���z����� �� �h� �x����������� �������m��� ��d ��d������ �� 
�h� m�mb��� �� �h� ������ �mm��� �����m. Th�� ����� �������d 
�h�� �h� �x�������� �� m�RNA� w�� ������������� ������d 
d����� C. neoformans ���������. Am��� �h� ������d m�RNA�, 
7 m�RNA�, m�R�4792, m�R�30b�5� (m�R�30b), m�R�30��5�, 
m�R�223�3�, m�R�15b�3�, m�R�146��5� (m�R�146�) ��d 
m�R�155�5� w��� ������������ ����������d ��m����d �� �h� 
������� �����. T� ����d��� �h� m�RNA �x�������� �������� 

T�b�� I. S�q������ �� ���m��� ���d ��� RT�qP�R.

G��� �������� P��m�� ��q������ (5'→3')

A���� S���� A�AATGTGG��GAGG�TTT
A���� A�������� G�A�GAAGG�T�AT�ATT�A
IRAK1 S���� GGA�A�GGA�A��TT�AG�
IRAK1 A�������� �AG��T��T�TT��A��AG
TRAF6 S���� TTGATGG�ATTA�GAGAAG�AG
TRAF6 A�������� G�AAA�AA��TT�ATTTGGA�AT
m�R�146� S���� G�TA�AAAAG�TGGGAA
m�R�146� A�������� �TGATG�GTGAAGTG�TG
m�R�146� R������ GT�GTAT��AGTG�AGGGT��GAGG
  TATT�G�A�TGGATA�GA�AA���A
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�������, w� ���d RT�qP�R �� ����� �h� �x�������� �� ������� 
����������d m�RNA� (F��. 1). Wh�� ��m����d w��h �h� �x����-
���� ������� ����b���h�d b� I���m��� ��q�������, �h� RT�qP�R 
����d����� ������� d�m��������d ����� ���������� b��w��� �h� 
�x�������� �������� d����m���d ����� �h��� �w� ���h��q��� ��� 
�h��� m�RNA�.

C. neoformans induces the expression of miR-146a and 
inflammatory cytokines in an NF-κB-dependent manner. Th� 
�����m�������d ��d���� �����h�� w��h ������d ���������� ������� 
�� �h� ������ �� m�R�146� �� �h� �mm��� �������� (28), ���m���d 
�� �� ������ m�R�146� ��� ����h�� ������������� �� ��� ���d�. Th� 
THP�1 ����� w��� ���m�����d w��h C. neoformans (MOI �� 5) 
��� 0, 3, 6, 9 ��d 12 h. Th� �x�������� �� m�R�146� �mm�d������ 
��������d �� �h� ����� �h��� �� ����b����� ��d ����h�d ���k 
������ �� 3 h, �h�� ���d����� d�������d ���m 3 �� 12 h (F��. 2A). 
W� ���� �x�m���d �h� ������ �� m�R�146� d����� C. neoformans 
��������� �� �h� h�m�� m�����h��� ���� ���� �����.

A �������� ���d� d�m��������d �h�� LPS ���m������� ��d 
to NF-κB ���������� ��d �� �������� �� m�R�146� �x����-
���� �� THP�1 ����� (30). T� �d������ �h� NF�κB pathway 
�������d �� �h� ���������� �� m�R�146� �x�������� �����w��� 
C. neoformans ���������, �h� THP�1 ����� w��� �x����d �� 
C. neoformans ��d PDT� (NF�κB ��h�b����) w��� ���d. Th� 
���������� �� NF�κB w�� d����m���d b� �h� �������� �� �h� 
�65 ��b���� �� NF�κB �� �h� ������� ��m����m��� �� �h� ����� 
wh��� �� �x���� ��� ��������������� ��������.

Th� �x�������� �� m�R�146� w�� ����d�� ��d���d b� 
3.5����d �� 3 h, ��d �h� ��d������ �� m�R�146� �h�� d�������d 
w��h �� �������� �� �65 �x��������, ���� C. neoformans �����-
���� (F��. 2). A��h���h �h� THP�1 ����� w��� ����������d w��h 
�h� NF�κB ��h�b����, PDT�, ��� 12 h, wh��h ������ ��m������� 
��h�b�� �h� �65 ������� ����� (F��. 3B, PDT� �����).Th� 
C. neoformans���d���d ���������� �� NF�κB �� �h� THP�1 ����� 
w�� ��������� b���k�d b� PDT� �����m��� �� 3 h. H�w����, �h� 
�x�������� �� NF�κB �� 6 h w�� ��������d w��h �h� ��d������ 

�� C. neoformans (F��. 3B, PDT� + C. neoformans �����). 
T����m��� w��h PDT� ���������d �h� C. neoformans���d���d 
������������ �� m�R�146� (F��. 3A). Th� ��������� �� IL�1β 
��d TNF�α ���� �h� �x����������� m�d��m w�� q�������d b� 
ELISA. Th� �x�������� ������ �� IL�1β ��d TNF�α ��������d 
������������� �� �h� THP�1 ����� �����w��� ����b�����. PDT� 
�����m��� ���������d �h� �x�������� ������ �� IL�1β ��d 
TNF-α (F��. 3� ��d D). Th� ������� �������d �h�� �h� m�R�146� 
����� w�� ������������ ��������d b� C. neoformans ��������� 
�� �h� ����� �h���, ��d w�� ���������d w��h �h� �x�������� 
�� �����mm����� ����k����. Th��� d��� ��d�����d �h�� 
C. neoformans ��������� ��������� m�R�146� �x�������� ��� � 
NF-κB�d����d��� m��h����m.

NF-κB is negatively regulated by miR-146a in the miR-146a-
NF-κB axis in THP-1 cells infected with C. neoformans. To 
�����d� �dd������� ���d���� �� �h� m��h����m� �� ������ �� 
m�R�146� �� �����d� �h� ���������� �� �h� m�R�146��NF�κB 
�x��, w� �x�m���d �h� ������� �� m�R�146� �� NF�κB �x����-
���� �� THP�1 ����� ����������d w��h m�R�146� m�m��� ��d 
m�R�146� ��h�b�����. Th� ��������� �� ������������ �� �h�w� 
�� F��. 4A ��d B. Wh�� �h� THP�1 ����� w��� ����������d w��h 
m�R�146� m�m��� ��d ��h�b����� �h�� w��� ����w�d �� ������� 
��� 6 h ��d ��b��q������ �������d b� C. neoformans ��� 3 h. 
T����������� w��h m�R�146� m�m��� ������������ ���������d 
�h� �x�������� �� NF�κB, ��d ������������ w��h m�R�146� 
��h�b����� �������d �h� �x�������� �� NF�κB ��m����d �� �h� 
m�R�146� ������� (F��. 4�, ������������ �����). Th� �x�������� 
�� NF�κB �������d b� C. neoformans w�� ��������d ��m����d 
�� �h� ������������ ����� (F��. 4�, ������������ + C. neoformans 
�����), wh��h �������� �h�� m�R�146� ������������ ��������� �h� 
���������� �� NF-κB ��d���d b� C. neoformans. Th� �h����� 

F����� 1. m�RNA� ������d ��THP�1 ����� in vitro d����� C. neoformans �����-
����. A� 6 h ��������������, 7 d������������� �x������d m�RNA� w��� �d������d. 
D������������� �x������d m�RNA� w��� ����d���d b� RT�qP�R. *�<0.05 ��d 
**�<0.01 ��m����d w��h �h� ������� �����.

F����� 2. Ex�������� ������� �� m�R�146� ��d �h� ������� ������ �� �65 �� 
THP�1 ����� �������d w��h C. neoformans. (A) Ex�������� ������� �� m�R�146� 
w�� ����d���d b� RT�wP�R �� �h� ��d�����d ��m� ������. (B) Th� ������� ������ 
�� �65 w��� d����m���d b� w������ b��� ��������. D��� ��� �������������� �� �� 
����� 3 �������� �x����m����. *�<0.05 ��d **�<0.01 ��m����d w��h �h� ������� 
�����.
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F����� 3. N������ �������κB (NF-κB) �������, m�R�146� �x�������� ��d ��fl�mm����� ����k���� ��������� �� THP�1 m�������� �����w��� C. neoformans ��d��-
����. THP�1 ����� w��� ����b���d w��h C. neoformans �� ��d�����d �� �h� ����h�. (A) m�R�146� �x�������� w�� ���������d �� THP�1 ����� w��� ����������d w��h 
�h� NF�κB ��h�b����, PDT�, ��� 3 ��d 6 h. (B) Th� ������� ������ �� �65 w��� d����m���d b� w������ b��� ��������. (D ��d �) S�������� �� �������k���1β (IL-1β), 
��d ��m�� �������� �������α (TNF-α) ���� �h� �x����������� m�d��m w�� q�������d b� ��z�m�����k�d �mm������b��� ����� (ELISA). A�� ������� ��� �x������d 
�� �h� m���� ± SD ���m 3 ��d����d��� �x����m����. *�<0.05 ��d **�<0.01 ��m����d w��h �h� ������� �����.

F����� 4. R��������� ������ �� m�R�146� �� �h� m�R�146��������� �������κB (NF-κB) �x�� �� THP�1 ����� �������d w��h C. neoformans. THP�1 ����� w��� ������-
������ ����������d w��h ����mb��d m�R��������, m�R�146� m�m��� �� ��h�b����� ��� 3 �� 6 h, ��d �h� ������������ ��������� w�� m������d �� THP�1 �����. THP�1 
����� w��� ����������d w��h m�R�146� m�m���, ��h�b����� ��� 6 h, �����w�d b� C. neoformans ���������. (A) T����������� ��������� w�� m������d �� THP�1 ����� 
b� RT�qP�R. (B) Th� �x�������� �� m�R�146� w�� �����z�d b� RT�qP�R; m�RNA �x�������� w�� ���m���z�d �� �����. (�) Th� ������� ������ �� NF�κB w��� 
d����m���d b� w������ b��� �������� �����w��� ������������ �� �h� THP�1 �����. (D) S�������� �� �������k���1β (IL-1β), ��d ��m�� �������� �������α (TNF-α) into 
�h� �x����������� m�d��m w�� q�������d b� ��z�m�����k�d �mm������b��� ����� (ELISA). D��� ��� �������������� �� �� ����� 3 �������� �x����m����. *�<0.05 
��d **�<0.01 ��m����d w��h �h� ������� �����.
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�� �h� ���������� �� NF�κB �������d �h� ������� �� IL�1β ��d 
TNF-α (F��. 4D). Th� ������� �������d �h�� NF�κB ���������� 
w�� ��������d b� m�R�146� ��� ������������ w��h m�R�146� 
m�m��� ��d ��h�b�����. Th��� d��� ��d�����d �h�� m�R�146� 
�x���� �������� ���������� ������� �� �h� NF�κB pathway.

IRAK1 and TRAF6 are regulated by miR-146a in the miR-146a-
NF-κB axis in THP-1 cells infected with C. neoformans. To 
����h�� ������ �h� �������� �� m�R�146�, �� �� �m������� �� 
d����m��� �h� h��� mRNA� �h�� ��� ��������d b� m�R�146�. 
W� �������d �w� k�� ��������� ��������, IRAK1 ��d TRAF6, 
wh��� 3'UTR� w��� ���������� �����m�d �� b� ��m���m��-
���� �� m�R�146� (28), �� m�R�146� ���m����� ��������� �h��� 
�d����� m�������� ��� ������������� ���������� (31). T� �d������ 
�h� �������� �� m�R�146� �h�� ������� �� �h� ����������� �� 
�h��� ������ �����, w� m������d �h� mRNA ��d ������� ������ 
�� IRAK1 ��d TRAF6 �� THP�1 ����� �������d w��h C. neofor-
mans ��� 0, 3, 6, 9 ��d 12 h. Th� mRNA ��d ������� ������ 
�� IRAK1 ��d TRAF6 w��� ������������ �������d �� �h��� 
������ (F��. 5A ��d B). T� �d������ �h� m��h����m �h�� ������� �� 
�h� ����������� �� �h��� ������ �����, w� m������d �h� mRNA 
��d ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6 �� THP�1 ����� �����-
�����d w��h m�R�146� m�m��� �� ��h�b�����. Th� ������� �������d 
�h�� ������������ w��h m�R�146� m�m��� ������������ d�������d 

�h� mRNA ������ �� IRAK1 ��d TRAF6. F���h��m���, �h� 
�����x�������� �� m�R�146� �������d �� �h� d�w����������� �� 
�h� ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6 (F��. 5� ��d D). Th��� 
d��� ��������d �h�� IRAK1 ��d TRAF6 ��� �h� m��� ������ �� 
m�R�146� �� �h� NF�κB ���hw�� d����� C. neoformans �����-
���� �� THP�1 �����.

Discussion

M�����h���� ���� �m������� ��d ��d�������b�� ����� �� �h� 
�������������� �mm��� ��������. S��d��� h��� �h�w� �h�� 
m�����h���� ��� w�d��� �������d �� �h� �mm��� �������� �� 
������ ��������� (32,33). I���������� m�����h��� ���������� 
m�� ���d �� �h� ����m����� ���m������� �� ����d��� ���h�����, 
b�� ������b��d��� m�����h��� ���������� m�� ������ �� ������ 
d�m���, ��fl�mm����� d�������, ��d ���� �����mm��� d����-
d���. Th�������, �h� ��fl�mm����� ��������� �� m�����h���� �� 
��������� ���d �� b� ���������� ��������d. O��� �h� ���� d���d�, 
�������h h�� ������d �� m�����h��� ���������� b� m�RNA� 
��d ���������������������d m�������� (34,35).

A� ����� ���������� �� ���� �x�������� �� �h� ��������������-
������ �����, m�RNA� h��� �m����d �� ���� �m������� ����� �� 
m��� b��������� ��������� ������� ���m �������� d������m��� 
��d d�������������� �� ��m���������� (22). m�RNA� h��� ���� 

F����� 5. IRAK1 ��d TRAF6 ��� ���������� ��������d b� m�R�146� �� THP�1 ����� �������d w��h C. neoformans. W������ b��� �������� �� IRAK1 ��d TRAF6 
������� ������ �� ��� ������. (A) mRNA �x�������� �� IRAK1 ��d TRAF6 �� THP�1 ����� �� ���h �����. (B) P������ ������ �� IRAK1 ��d TRAF6 ��THP�1 ����� 
����b���d w��h C. neoformans ��� d�������� �����d� �� ��m�. (�) E����� �� m�R�146� m�m��� ��d ��h�b����� �� �h� mRNA �x�������� �� IRAK1 ��d TRAF6. 
(D) E����� �� m�R�146� m�m��� ��d ��h�b����� �� �h� ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6. D��� ��� �������������� �� �� ����� 3 �������� �x����m����. D��� ��� 
�h� m���� ± SD �� 3 ������. *�<0.05 ��d **�<0.01 ��m����d w��h �h� ������� �����.
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b��� �h�w� �� b� �������d �� ������ �mm����� (36). D����� 
�h� ���������� �� �� ������ �mm��� ��������, �h� �x�������� 
�� ��m� m�RNA�, �����d��� m�R�146�, m�R�132, m�R�155 
��d m�R�125�, ����d�� �h����� (28,37). R����� ��b��������� 
h��� ��d�����d �h�� m�R�146� m�� ���� � k�� ���� �� �h� ������ 
�mm��� �������� ��d ���� ������������ �� �h� ���h�������� �� 
�mm��� d�������, ���h �� ���������, ����� ��d ������ (38�41).

I� �h� ������� ���d�, w� �b�����d �h�� �h� �x�������� �� 
7 m�RNA�, m�R�4792, m�R�30b�5� (m�R�30b), m�R�30��5�, 
m�R�223�3�, m�R�15b�3�, m�R�146��5� (m�R�146�) ��d 
m�R�155�5� w�� ������������ ����������d ��m����d �� �h� 
������� ����� (F��. 1). W� d�m��������d �h�� m�R�146� �x����-
���� w�� ������������ ��d���d b� C. neoformans ��������� �� 
THP�1 �����. O� ����, �� �h� ������� h�m�� m��������, �h� 
b���� �x�������� ������ �� m�R�146� w��� ����d�� ��������d 
��d ����h�d � ���k �� 3 h, �h�� ���d����� d�������d ���m 
3 �� 12 h (F��. 2A). Th�� �b��������� �� �� ���fl��� w��h �h� 
�x�������� ������� �� m�R�146� �� THP�1 ����� �������d b� 
��h�� ���h����� �� b�������� ��m������� �h�w� �� ����h�� 
���d� wh��h �������d �h�� m�R�146� �x�������� w�� ���d�-
���� ��������d (42). Th� d��������� �� m�R�146� �x�������� �� 
THP�1 ����� m�� b� ��������� d�� �� �h� d���������� �� b�������� 
���d �� �������.

A�������d ��������� m�������� ��d��� �h� ������� �����-
�������� �� NF�κB ��d ��������� ������� (AP)�1, ��������� 
�� �h� ���d������ �� �����mm����� ����k����, ���h �� 
TNF-α, IL-1β ��d IL�6 (43,44). I� � ������ ���d�, m�R�146� 
�x�������� ��d���d b� �h� ���������� �� TLR ��������� w�� 
NF-κB�d����d��� �� h�m�� ��d m���� m�����h���� (45). 
Th� ��d������ �� m�R�146� �� k��w� �� b� NF�κB�d����d��� 
��d �h�� �� � ������� ��m������ �� � �������� ���db��k ���� 
����k�d b� TLR ���������. Th� C. neoformans���d���d 
�x�������� �� �h� m�RNA, m�R�146�, h�� b��� �h�w� �� b� 
NF-κB�d����d���, ��d �h� ��h�b����� �� NF�κB b� PDT�, 
an NF-κB ��h�b����, d�������d m�R�146� �x�������� (34). W� 
����d �h�� C. neoformans ��������� ��d���d �h� ������������ 
�� m�R�146� �� m�����h����, ��d �h�� ��h����m��� �������d 
in an NF-κB�d����d��� m����� (F��. 2 ��d 3A ��d B). 
F���h��m���, �h� �������� ���������� ������� �� m�R�146� �� 
NF-κB �������� �� THP�1 ����� �������d w��h C. neoformans 
m�� b� � �����d��� ������ �� �h� ��d������ �� �����mm�-
���� (F��. 3� ��d D).

W� ����������d m�����h���� w��h m�R�146� m�m�� �� 
��h�b���� �� �h� ������� ���d� ��d ����d �h�� �h� �����x�������� 
�� m�R�146� ���������d �h� ���������� �� NF�κB. M�������, 
m�R�146� ���������� ��������d NF�κB �x�������� �� �mm����� 
against C. neoformans ��d������ (F��. 4B ��d D).

I� �� w��� k��w� �h�� m�RNA� �������� b� b��d��� �� 
�h� 3'UTR �� ������ mRNA� �� ��d��� d����d����� �� �h� 
����������� �� �����������. Th�� ���, m��� �������� h��� b��� 
�d������d �� ������� �� m�R�146�, �����d��� TRAF6, IRAK1, 
IRAK2, STAT1, TLR4 ��d N���h1 (41,46,47). Am��� �h��� 
m�R�146� �������, TRAF6 ��d IRAK1 h��� b��� d�m��������d 
�� b� �m������� m�������� �� �h� ��������� ���hw�� (48). M��� 
�m���������, IRAK1 ��d TRAF6 ��� k��w� �� b� ���� �� �h� 
��mm�� ��������� ���hw�� d�����d ���m TLR�2, �4 ��d �5, 
��d �h� IL�1β ��������, ���d��� �� ����������� �h�� ��������d 
m�R�146� �x�������� m�� ��� �� � �������� ���db��k ���hw��. 
P���������, L� et al (49) ��d B���� et al (50) �b�����d LPS �����-
���� �� m�������� �����d b� �h� �m����m��� �� IRAK1 ��d 

TRAF6 k����� ��������, ������������. A� d�������d ����������, 
m�R�146� ������� ��d ���������� IRAK1 ��d TRAF6 (51).

I� �h�� ���d�, w� ���� ����d �h�� �h� �����x�������� �� 
m�R�146� �� THP�1 ����� �������d �� �h� d�w����������� �� �h� 
mRNA ��d ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6, wh��h, �� 
��������, ��b��q������ d�������d NF�κB �������� (F��. 5). Th�� 
�������� �h�� m�R�146� m�� �x��� � �������� ���������� ������ 
on NF-κB ��������� ��� �h� �������� ���������� �� IRAK1 
��d TRAF6, wh��h ���� � �������� ���� �� �mm����� ������� 
C. neoformans.

I� ����������, w� ����d �h�� m�RNA� w��� ���������� 
�������d �� �h� ��fl�mm����� �������� �� m�������� �������d 
b� C. neoformans. m�R�146� w�� ����������d b� �h� NF�κB 
���hw��, wh����� m�R�146� ���������� ��������d NF�κB acti-
������ b� ��������� IRAK1 ��d TRAF6, ��d �h�� ��h�b����� �h� 
���������� �� NF�κB ��d �h� ������� �� ��fl�mm����� ����k���� 
�� m��������, wh��h h���� �� �������� �h� �mm��� ��������. 
T�k�� �����h��, ��� ������� ������� �h�� m�R�146� m�� �����-
���� � ������ �h��������� ������ ��� ���������� �h� ��fl�mm����� 
�������� �� �h� h��� ������ �mm��� �������� �� C. neoformans 
���������.
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