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Abstract 16 

Artemisinin (ART) based combination therapy (ACT) is used as the first line treatment of 17 

uncomplicated falciparum malaria worldwide.  However, despite high potency and rapid 18 

action there is a high rate of recrudescence associated with ART monotherapy or ACT long 19 

before the recent emergence of ART resistance. ART induced ring stage dormancy and 20 

recovery has been implicated as possible cause of recrudescence; however, little is known 21 

about the characteristics of dormant parasites including whether dormant parasites are 22 

metabolically active.  We investigated the transcription of 12 genes encoding key enzymes 23 

in various metabolic pathways in P. falciparum during dihydroartemisinin (DHA) induced 24 

dormancy and recovery.  Transcription analysis showed an immediate down regulation for 25 

10 genes following exposure to DHA, but continued transcription of 2 genes encoding 26 

apicoplast and mitochondrial proteins.  Transcription of several additional genes encoding 27 

apicoplast and mitochondrial proteins, particularly genes encoding enzymes in pyruvate 28 

metabolism and fatty acid synthesis pathways, were also maintained.  Additions of 29 

inhibitors for biotin acetyl CoA carbozylase and enoyl‐acyl carrier reductase of the fatty acid 30 

synthesis pathways delayed the recovery of dormant parasites by 6 and 4 days, respectively 31 

following DHA treatment.  Our results demonstrate most metabolic pathways are down 32 

regulated in DHA induced dormant parasites. In contrast fatty acid and pyruvate metabolic 33 

pathways remain active.  These findings highlight new targets to interrupt recovery of 34 

parasites from ART‐induced dormancy and to reduce the rate of recrudescence following 35 

ART treatment.    36 

 37 
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Introduction 53 

Plasmodium falciparum resistance to conventional antimalarial drugs has become a major 54 

obstacle in the global effort of malaria control and elimination.  To overcome this obstacle 55 

the WHO recommended the use of artemisinin (ART)‐based combination therapies (ACTs) as 56 

first line treatment of uncomplicated falciparum malaria in endemic countries in 2001 (1).  57 

The implementation of ACTs has contributed to the significant reduction in the number of 58 

malaria cases and in malaria transmission intensity in many countries over the past decade 59 

(2).       60 

ART derivatives have high potency and are fast acting against Plasmodium spp including 61 

parasites that are resistant to conventional antimalarial drugs.  However, there is still a high 62 

rate of recrudescence (3‐50%) that is associated with ART mono‐therapy in non‐immune 63 

patients (3).  Increasing the treatment duration from 3 to 7 days reduced, but did not 64 

eliminate recrudescence (4, 5).  Combining ART with other antimalarial drugs to form ACTs 65 

also reduced the rate of recrudescence.     66 

Several lines of evidence have been developed to explain the observed high rate of 67 

recrudescence associated with ART monotherapy and the joint action of ACT in reducing 68 

recrudescence.   Previous studies demonstrate that ring stage parasites are arrested within 69 

6 hours of exposure to an ART derivative in vitro and these ring stages transition into a 70 

distinctive morphological state, persist without further growth for days, followed by 71 

recovery and normal development in a dose dependent manner (6, 7).  A mathematical 72 

model that incorporates the ring stage dormancy, recovery rates, and dose dependency of 73 

ART‐induced dormancy predicts clinical and parasitological failures at rates comparable to 74 

those reported in the field with ART mono‐therapy (8).  Dormant parasites similar in 75 

morphology to those observed in vitro (7) were also observed in vivo in a rodent malaria 76 

model following ART treatment (9).  Importantly, transfer of in vivo derived dormant 77 

parasites into new hosts established infection in a dose dependent manner, demonstrating 78 

these dormant parasites are viable (9).  Combined, these results suggest that ART induced 79 

dormancy may be a key factor in P. falciparum malaria treatment failure of ART therapy.   80 
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ART‐induced dormancy and an arrest of growth at ring stages of development highlight an 81 

interesting physiological state of development that has not been fully characterized.  As 82 

suggested from the model and accumulated data thus far, ART‐induced dormant ring stages 83 

are likely the source of parasite biomass that recovers to initiate recrudescent infections.  84 

Furthermore, ART induced dormancy has also been shown to be associated with reduced 85 

susceptibility to ART (7, 10, 11).  Therefore, understanding metabolism of the parasites 86 

during dormancy may lead to novel therapeutic options and provide insight into 87 

mechanism(s) of ART resistance.  One of the first questions to be answered is “Do the 88 

dormant ring stages remain metabolically active?”  Interestingly, repeated exposure to 89 

dihydroartemisinin (DHA) or 24hrs exposure to mefloquine following DHA pulse in vitro 90 

reduces the overall recovery rate from dormancy by 10 fold (6), suggesting that dormant 91 

stages remain partially susceptible to the drugs; these data suggest the rings may be 92 

metabolically active.   93 

To investigate the metabolic activities of DHA‐induced P. falciparum dormant parasites we 94 

examined the transcription profiles of genes encoding key enzymes in various metabolic 95 

pathways that are important for maintaining parasite viability, growth and development 96 

during asexual stage of life cycle (12).  These include mitochondrial electron transport chain, 97 

glycolysis and tricarbozylic acid metabolism (TCA), folate synthesis, DNA replication, fatty 98 

acid syntheses and RNA synthesis. Enzyme activity, ATP content, DNA and protein synthesis 99 

were also examined during the dormant recovery period.  We found that despite an overall 100 

down regulation of most metabolic pathways, two pathways appear to remain active in 101 

dormant rings.  This finding will have important implications in explaining how companion 102 

drugs in ACT work to reduce recrudescence, leading to new approaches to destroy dormant 103 

parasites.  104 

Materials and Methods 105 

Cultivation of P. falciparum parasites.  Multiple strains of P. falciparum that have not been 106 

exposed to DHA prior to this experiment, W2, 3D7, HB3 and S55,  were cultivated in vitro in 107 

3% human erythrocytes suspended in RPMI1640 and 10% human plasma as described by 108 

Trager and Jensen (13).  Parasite cultures were synchronised at ring stage by using 5% 109 
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sorbitol (14) every second day for 2 consecutive life cycles, and again immediately before 110 

DHA treatment. 111 

Selection of genes encoding key enzymes in parasite metabolic pathways.  Twelve genes 112 

encoding key enzymes in several parasite metabolic pathways that have been shown to be 113 

active during asexual stage development were selected for transcription analysis and these 114 

included electron transport chain, folate synthesis, glycolysis, DNA replication, fatty acid 115 

syntheses and RNA synthesis.  Forward and reverse primers were designed to amplify a 116 

fragment of each gene.  Gene names, abbreviations, genome IDs, metabolic pathways and 117 

primer sequences are listed in Table 1.   Primers were also designed to amplify an additional 118 

six apicoplast genes and three mitochondria genes.  The complete list of genes, 119 

abbreviations, gene IDs and primer sequences are listed in Table 1.  120 

Dynamics of parasitemia and proportions of dormant parasites after DHA treatment.  121 

Synchronised W2 ring‐stage parasites (at 2% parasitemia) were treated with 200 ng/ml DHA 122 

for 6 hrs and then washed with culture medium (6).  A parallel parasite culture was treated 123 

with 100mM sodium azide for 24 hrs and used as a negative control.  All treated parasite 124 

cultures were passed through a magnetic column (MACS Miltenyi Biotec) at 24, 48 and 72 125 

hrs post treatment to remove any growing  parasites (6).  An equal volume of parasite 126 

culture was collected each day before (day 0) and after DHA treatment (days 2, 3, 4, 5, 6, 8, 127 

10 and 12) for making blood smears and for RNA isolation.  Proportions of dormant rings, 128 

dead and other developmental stages of live parasites were determined as described earlier 129 

(7, 10).  Briefly, dormant ring stage parasites have condensed chromatin surrounded by a 130 

small amount of cytoplasm; dead parasites have defuse or degraded chromatin and 131 

cytoplasm, whereas viable parasites are present in normal morphology of ring, trophozoite 132 

and schizont stages.  The entire experiment was repeated three times using three biological 133 

replicates. 134 

Reverse transcription and quantitative real‐time PCR.  Total RNA was isolated from parasite 135 

samples using a NucleoSpin RNA II kit (Macherey‐Nagel).  rRNasin (RNase inhibitor, 136 

Promega) was added to each RNA sample before storing at ‐80oC.  cDNA was synthesised 137 

using Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen) and gene specific primers following 138 

the manufacturer’s instructions.  Quantitative real‐time PCR was carried out using Brilliant II 139 
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SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene) on a Stratagene MX4000 QPCR Thermal Cycler in 140 

triplicate.  The entire experiment was repeated three times using three biological replicates. 141 

Analysis of quantitative RT‐PCR data.  For each gene examined at each time point, triplicate 142 

samples from three different cultures (n=3x3=9) were analysed and the average 143 

quantification cycle (Cq value) calculated.  These values were normalised against the 144 

parasite density (including dormant, dead and normal parasites) of the sample determined 145 

by microscopy.  The relative change of transcripts at each time point was then calculated 146 

using the relative transcription level before treatment (day 0) as baseline.  Confidence 147 

intervals were determined from 3 independent experiments. 148 

Comparison of transcription levels in different strains.  Synchronised ring‐stage parasite 149 

cultures of W2, 3D7, HB3 and S55 with 2% parasitemia were treated with DHA (200 ng/ml) 150 

for 6 hrs.  A sample was collected from each culture 48 hrs post treatment.  Transcription 151 

levels of seryl‐tRNA synthetase (sars) and biotin carboxylase subunit of acetyl CoA 152 

carboxylase (bc) were measured by quantitative RT‐PCR.  The experiment was repeated 3 153 

times.      154 

Lactate dehydrogenase (LDH) assay and cellular ATP assay.  A P. falciparum LDH enzyme 155 

activity assay was performed in triplicate using the LDH based In Vitro Toxicology Assay Kit 156 

(Sigma‐Aldrich) following the manufacturer’s instructions.  Cellular ATP content was 157 

detected in triplicate using CellTiter‐Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega) 158 

following the manufacturer’s instructions.   159 

Detection of DNA and protein synthesis.  Synchronised ring‐stage parasites of W2 were 160 

treated with 20ng/ml DHA to induce dormancy (6).  Parasite samples were collected before 161 

(day 0) and after treatment (day 3).  For measuring DNA synthesis, [3H] hypoxanthine was 162 

added to parasite culture 24 hrs post treatment,  incubated for 72 hrs,  harvested and 163 

analysed (15).  For measuring protein synthesis, [3H] isoleucine (0.25mCi) was added to the 164 

parasite culture which was then maintained in isoleucine‐free media and incubated for 72 165 

hrs.  Parasites were then harvested and analysed on SDS PAGE. 166 

Effect of inhibitors on dormancy recovery.  Three sets of experiments were carried out to 167 

assess the effect of inhibitors on dormancy recovery.  In each set of experiments, parallel 168 
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synchronised ring‐stage parasite cultures of W2 (2% parasitemia) were treated with one of 169 

four treatment options: 1) SHAM (untreated); 2) DHA (200ng/ml for 6 hrs); 3) an inhibitor 170 

(IC50 for 48 hrs); 4) DHA (200ng/ml for 6 hrs) followed by an inhibitor (IC50 for 48 hrs).  171 

Haloxyfob (Sigma‐Aldrich), an inhibitor of biotin acetyl CoA carboxylase (ACC), and triclosan 172 

(Sigma‐Aldrich), an inhibitor of enoyl‐acyl carrier reductase (FABI) (16), were used as an 173 

inhibitor in the first and second set of experiments, respectively, while pyrimethamine was 174 

used in the third experiment as a control.  IC50 values of these inhibitors were determined 175 

by inhibition of 3H‐hypoxanthine uptake as described by Desjardins et al (15).  Parasitemias 176 

in treated cultures were estimated daily by microscopy until the parasitemia reached 10%.  177 

The effect of inhibitors on the recovery of dormant parasites was quantified by comparing 178 

the days required to reach 10% parasitemia in cultures with and without inhibitors.  Each 179 

assay was carried out in triplicate.   180 

Results 181 

Dynamics of parasite density and proportion of dormant parasites following 6 hr DHA 182 

treatment of W2 P. falciparum parasites.  Parasite density and parasite classification 183 

(dormant, dead and viable) were determined microscopically by examining smears made 184 

before (day 0) and after DHA treatment (days 2 ‐ 12) in three independent experiments.  185 

Parasites were highly synchronised rings on day 0.  On day 2 after DHA treatment, the 186 

proportion of parasites classified as dormant averaged 51.2%, with the remaining parasites 187 

classified as dead based on their morphology. The average proportion of dormant parasites 188 

decreased from day 2, with only 13.6% being dormant rings on day 8 (Fig. 1). The proportion 189 

of parasites classified as dead increased as the proportion of dormant parasites decreased.  190 

Therefore, the parasite population collected on day 2 had the highest prevalence of 191 

dormant, yet still viable parasites for investigating gene transcription.  The average parasite 192 

density, including both dormant and dead parasites, remained stable until day 6.  A small 193 

number of healthy growing parasites was observed on day 8 and their numbers increased 194 

rapidly on days 10 and 12 (Fig. 1).  In control cultures where parasites were treated with 195 

sodium azide all parasites were dead on day 2 (not shown) and cultures lysed by day 6 196 

without recovery of parasite growth. 197 
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Transcription of genes encoding key enzymes in major metabolic pathways during dormancy 198 

and recovery.    Transcription levels of 12 genes in major metabolic pathways were 199 

determined in dormant parasites and compared to the pre‐treatment levels (day 0) (Figure 200 

2).  On day 2 (48 hrs post treatment), transcription levels in 7 genes including cytochrome b 201 

(cyt b), ldh, sars, 1‐deoxy‐D‐xylulose 5‐phosphate synthase (doxp), deoxyuridine 5'‐202 

triphosphate nucleotidohydrolase (dUTPase), dihydrofolate reductase (dhfr) and 203 

dihydropteroate synthetase (dhps), decreased to below 40% of the day 0 transcription 204 

levels, suggesting a marked down regulation in electron transport chain, glycolysis, and 205 

DNA, tRNA and folate synthesis pathways. Transcription levels of two genes, DNA 206 

polymerase alpha (DNA pol α) and malate dehydrogenase (mdh),  were moderately down 207 

regulated to 50‐60% of day 0 levels (Fig. 2).  Interestingly, genes encoding two apicoplast 208 

enzymes, pyruvate kinase 2 (pykii)  and long chain fatty acid elongation enzyme (lcfaee), and 209 

cytochrome c oxidase subunit II (coxii) of the mitochondrial electron transport chain 210 

maintained transcription levels comparable to or higher than that of untreated ring 211 

parasites (day 0).  This suggests that apicoplast and mitochondria pathways are active in 212 

dormant parasites of P. falciparum 48 hrs after DHA treatment.  By contrast, transcription 213 

levels of all 12 selected genes in the azide treated control decreased to 0 to 0.01% of pre‐214 

treatment levels on day 2, and to below detectable levels by day 6 .    215 

Transcription levels of all 12 genes were reduced from day 3 onwards and reached the 216 

lowest expression levels on days 5 and 6.  From day 8 onwards, transcription levels of all 12 217 

genes began to increase during recovery of dormant parasites and the subsequent increase 218 

in parasitemia.  Transcription levels of five genes (dhfr, DNA pol α, pykii, coxii and lcfaee) 219 

recovered more quickly with levels at or above the baseline level by day 8.  These 5 genes 220 

were transcribed at much higher levels in the recovered parasites on days 10 and 12 221 

compared to pre‐treatment parasites after normalising against parasite density (Fig. 2).   The 222 

over expression of these 5 genes after recovery is likely a result of a  mixture of rings, 223 

trophozoites and schizonts in cultures on days 10 and 12 and higher transcription levels of 224 

these genes in trophzoites and schizonts as shown in PlasmoDB (17).  225 

LDH activity during dormancy and recovery.  On day one (24 hrs after DHA treatment) LDH 226 

enzyme activity decreased to only 10% of pre‐treatment enzyme activity.  LDH activity was 227 

below detectable levels between days 2 and 8 after DHA treatment, but increased on days 228 
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10 and 12 (Fig. 3). This result is in agreement with the ldh transcription profile suggesting 229 

that glycolysis pathway was severely down regulated in dormant parasites and recovered 230 

when normal parasite growth resumed.   231 

Cellular ATP levels during dormancy and recovery.   ATP levels mirrored the trend of LDH 232 

levels (Fig. 3).  Since glycolysis is the main source of ATP production in blood stages of 233 

malaria parasites (18), reduction in ATP levels are expected when glycolysis has been 234 

suspended.   235 

Transcription of genes encoding apicoplast pyruvate metabolism and fatty acid synthesis 236 

pathways (FASII) during dormancy and recovery.  We found that two enzyme encoding 237 

genes (pykii and lcfaee) in the apicoplast maintained high levels of transcription during DHA 238 

induced dormancy.  To further investigate metabolism in the apicoplast during dormancy 239 

and recovery, transcription of six additional genes encoding enzymes in pyruvate 240 

metabolism and fatty acid synthesis (FASII) pathways were examined (Fig. 4).  Similar to 241 

pykii, triose phosphate transporter (itpt) and pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit (pdh 242 

e1β) of the pyruvate metabolism pathway maintained their baseline transcription levels on 243 

day 2, suggesting this pathway is active in dormant parasites following DHA treatment.   244 

Transcription of genes encoding enzymes in FASII pathway and lipoyl synthesis pathway 245 

downstream of FASII including acc, fabi and lipoyl synthase (lipA) was also examined.  Both 246 

subunits of ACC, biotin acetyl CoA carboxylase (acc) and bc, had transcription levels on day 2 247 

that were 1.83 and 3.72 fold higher, respectively, than untreated rings (Fig. 4).  Their 248 

transcription levels remained above 30% of baseline level throughout the dormancy 249 

recovery experiment.  Transcriptions of fabi and lipA were also up‐regulated on day 2 by 250 

approximately 2 to 3 fold respectively, compared to baseline (Fig. 4).  Interestingly, 251 

transcription levels of lipA were maintained at levels comparable to, or higher than, 252 

untreated rings throughout the entire dormancy recovery period.  It is worth noting that 253 

lipoic acid produced by the lipoyl metabolism pathway is a cofactor of the E2 subunit of 254 

pyruvate dehydrogenase (PDH) (19), thus it may have a positive feedback effect on PDH in 255 

the upstream pyruvate metabolism pathway.  Transcription levels of Lcfaee in the apicoplast 256 

fatty acid synthesis pathway were equivalent on day 2 with pre‐treatment parasites (Fig. 2).  257 

In contrast to these results, transcription of doxp, a key enzyme of isoprenoids metabolism 258 
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pathway, was markedly down‐regulated in dormant parasites (Fig. 2).  These results suggest 259 

that the apicoplast fatty acid synthesis pathway is important for survival of dormant 260 

parasites, while other metabolic pathways in the apicoplast such as isoprenoid metabolism 261 

are not. 262 

Effect of fatty acid synthesis inhibitors on dormancy recovery.  To confirm the importance of 263 

FASII in the survival of DHA induced dormant parasites, the effects of haloxyfop and 264 

triclosan on dormancy recovery profile in W2 were examined.  Haloxyfob is an inhibitor of 265 

ACC while triclosan is an inhibitor of FABI (16).  As shown in Figure 5A, haloxyfob treatment 266 

(IC50 =440µM for W2) alone for 48 hrs delayed parasite growth by 2 days, while the same 267 

treatment of haloxyfob after 6 hrs treatment with DHA delayed dormant parasite recovery 268 

to 10% parasitemia by 6 days when compared to DHA alone (day 20 compared to day 14).  269 

Triclosan (IC50=5µM for W2) delayed both parasite growth and dormant parasite recovery to 270 

10% parasitemia by 4 days (Fig. 5B).  In contrast, pyrimethamine (IC50=27µM for W2), a 271 

DHFR inhibitor, delayed parasite growth by 2 days when used alone, but had no effect on 272 

the recovery of dormant parasites (Fig. 5C).  These results demonstrate both haloxyfob and 273 

triclosan had an inhibitory effect on dormant parasites and were in good agreement with 274 

findings of the transcription component of this study where acc and fabi were found to be 275 

up‐regulated, while dhfr was down‐regulated in dormant parasites.  As both haloxyfob and 276 

triclosan are inhibitors of enzymes in the apicoplast FASII pathway, the results suggest that 277 

FASII is active during DHA induced dormancy and is important for the survival and recovery 278 

of dormant parasites.   279 

Transcription of genes encoding mitochondrial electron transport chain during dormancy 280 

and recovery. Transcription of two genes encoding proteins in the mitochondrial electron 281 

transport chain, cytb and coxii, were included in the initial 12 genes studied.  While 282 

transcription of cytb (complex iii) reduced significantly in dormant parasites on day 2, coxii 283 

(complex iv) maintained its transcription level comparable to the baseline level (Fig. 2).  To 284 

further investigate the activity of the electron transport chain in dormant parasites, 285 

transcription of genes encoding NADH: ubiquinone oxidoreductase II (ndh2, complex i), 286 

flavoprotein subunit of succinate dehydrogenase (sdha, complex ii) and ubiquinnol‐287 

cytochrome c reductase iron‐sulfur subunit (uqcr, complex iii) in this transport chain were 288 

investigated.   Similar to coxii, the three additional genes maintained their transcription at 289 
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baseline levels on day 2 (Fig.  6). All except cyt b (encoded by the mitochondria genome) are 290 

nuclear genes encoding enzymes in the mitochondria.  It is possible that transcription of 291 

these nuclear genes accumulates, preparing for recovery from dormancy, and that cyt b 292 

serves as a control point of the pathway.  As soon as cyt b transcription in mitochondria is 293 

resumed, the pathway will be fully functional immediately. 294 

Comparison of transcription levels in different parasite strains.  Transcription of two genes 295 

that were either up (bc) and down (sars) regulated in the W2 strain following DHA 296 

treatment, were compared in 3 additional P. falciparum strains with different genetic 297 

background (in samples collected on day 2 following DHA exposure).  Transcription levels of 298 

sars in all strains were low, ranging from 3.6 to 8.6% of those in pre‐treatment rings.  While 299 

the transcription levels of bc in 3D7, HB3 and S55 strains were not up‐regulated as in W2, 300 

they remained above 43% of those in untreated rings, and considerably higher than those of 301 

sars (data not shown).      302 

DNA and protein synthesis in dormant parasites.  [3H] hypoxanthine uptake in dormant 303 

parasites was analysed and compared with normal ring stage parasites as well as red blood 304 

cell controls.  There was no detectable [3H] hypoxanthine uptake in dormant parasites, 305 

indicating that DNA synthesis was suspended (data not shown).  Similarly, [3H] isoleucine 306 

uptake was not detected in dormant parasites (data not shown), suggesting that protein 307 

synthesis also was suspended or at levels below detection in dormant parasites after DHA 308 

treatment. 309 

Discussion 310 

A proportion of ring stage P. falciparum parasites are capable of arresting their 311 

development after a short exposure to DHA in vitro and resuming growth several days later.    312 

This DHA‐induced dormancy phenomenon shares similarities to environmentally induced 313 

microbial persistence that causes recurrent infections after therapy (reviewed by Cohen et 314 

al) (20).  To better understand the mechanisms underlying this phenomenon it is important 315 

to first determine whether the arrested parasites are metabolically active. In a previous 316 

study, we investigated DHA induced dormancy in P. falciparum in vitro and observed that 317 

treatment of dormant parasites with mefloquine or repeating DHA treatment delayed 318 
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parasite recovery markedly (6).  The observation suggested that DHA induced dormant 319 

parasites were susceptible to other drugs, meaning some metabolic pathways are active. 320 

In the current study, we have investigated metabolism in DHA‐induced dormant parasites by 321 

using several different approaches, including quantifying transcription levels for genes 322 

encoding key enzymes, measuring LDH activity, ATP content, DNA/protein syntheses and 323 

examining the effect of enzyme inhibitors during dormancy recovery.  The outcome of these 324 

investigations provide direct and indirect evidence for metabolic activities in dormant 325 

parasites. Overall, dormant parasites appear to be metabolically inactive, as DNA and 326 

protein synthesis were not detected, and LDH activity and ATP content were also not 327 

detectable.  These results indicate that glycolysis, the main ATP producing pathway is 328 

suspended in dormant parasites; thus most cellular activities that require energy would be 329 

expected to be reduced significantly.  However, ATP can also be produced within the 330 

apicoplast by the pyruvate metabolism pathway (19), and within mitochondria by the 331 

electron transport chain (18).  Our transcription analysis demonstrated up‐regulation of the 332 

pyruvate pathway, suggesting that ATP may be produced by the pyruvate metabolism 333 

pathway to power other metabolic pathways within the apicoplast and mitochondria (e.g., 334 

FASII and electron transport chain).  If ATP is used as it is produced, the overall ATP level 335 

would remain in steady state in dormant parasites, and could be measured as low or 336 

undetectable.    337 

Gene transcription activities are important biomarkers for metabolism.  The results of qRT‐338 

PCR indicate that all 12 genes selected from major metabolic pathways were still transcribed 339 

at some level in dormant parasites (day 2 after DHA treatment).  Among these genes, those 340 

encoding enzymes in pyruvate and fatty acid metabolism pathways in the apicoplast (pykii 341 

and lcfaee) were most interesting as their transcription in dormant parasites was 342 

maintained at comparable or even higher level than those in corresponding untreated ring 343 

stage parasites.  Further examination of transcription of other nuclear genes encoding 344 

enzymes in pyruvate metabolism, fatty acid synthesis (FASII) and lipoyl metabolism in 345 

apicoplast demonstrates that they also maintained comparable or elevated transcription 346 

levels.  In the apicoplast, pyruvate metabolism pathway is upstream of the fatty acid 347 

synthesis pathway, while lipoyl metabolism is downstream (19).  Pyruvate metabolism 348 

produces ATP and acetyl CoA for fatty acid synthesis (19, 21), whereas Lipoyl metabolism 349 
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pathway provides cofactor for PDH to facilitate pyruvate metabolism.  It is very interesting 350 

to see that all the examined genes encoding enzymes on these pathways were 351 

transcriptionally active.  Therefore transcription analysis suggests that this extended fatty 352 

acid synthesis pathway in the apicoplast is still active in dormant parasites.  It should be 353 

noted that although the 12 genes selected for transcription analysis encode key enzymes in 354 

several important metabolic pathways they may not reflect all metabolic activities of 355 

dormant parasites.  A comprehensive transcriptional profiling and metabolomics analysis of 356 

dormant parasites may identify more active pathways.  357 

The steady state in the transcription level is generally determined by the balance between 358 

gene transcription and degradation of mRNA molecules.  Therefore mRNA with a shorter 359 

half‐life will have lower mRNA level when gene transcription suspends.  In the genes we 360 

examined, mRNA of ldh and sars have been shown to have a relatively long half‐lives of 17 361 

and 21.4 hr, respectively, at ring stage (PlasmoDB, (22)), while lcfaee, pykii and coxii have 362 

relatively shorter half‐lives of 7.4 hr, 12.2 hr and 9.1 hr at ring stage, respectively 363 

(PlasmoDB, (22)).  Since three genes with shorter half‐lives had higher transcription levels 364 

detected in dormant rings compared to those for the two genes with longer half‐lives, we 365 

believe the difference in transcription levels of the genes examined was mainly due to the 366 

difference in levels of gene transcription, rather than speed of mRNA degradation. It is also 367 

unlikely that the up‐regulation of genes in two pathways was due to parasites arrested at 368 

ring stage leading to accumulation of transcripts because only 3 of the 12 genes examined 369 

were found up‐regulated while the remaining 9 genes were found down regulated.  370 

Transcription profiles for genes of interest are usually normalised against the transcription 371 

of a house keeping gene.  For P. falciparum, sars is one of the house keeping genes that is 372 

transcribed consistently throughout blood stage schizongony and often is used as a 373 

normaliser (23‐25).  However, in the current study total parasitemia of each sample was 374 

used as a normaliser because transcription of sars could be affected during DHA‐induced 375 

dormancy.  Indeed, transcription of sars was severely down regulated from the beginning of 376 

dormancy and was among the slowest genes to recover to its baseline level.  To minimize 377 

the effect of dead parasites, transcription levels for each gene was primarily assessed on day 378 

2 after treatment when over 50% of parasites were dormant so the effect of dead parasites 379 

was similar for each gene measured.  Importantly, the relative proportion of dormant to 380 
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dead parasites was identical for each gene measured at the same time point for each gene 381 

transcript.  In addition, since our main finding was the up‐regulation of genes encoding 382 

enzymes in two pathways, it is likely that transcription levels of these genes were 383 

underestimated due to the effect of dead parasites. 384 

Further evidence for the fatty acid synthesis pathway being active in dormant rings came 385 

from inhibitor experiments where the effect of inhibitors of these pathways, haloxyfob 386 

(inhibitor of ACC) and triclosan (inhibitor of FABI), on parasite recovery from dormancy was 387 

assessed.  Both inhibitors significantly delayed the recovery of DHA‐induced dormant 388 

parasites when added after DHA treatment for 48 hrs while pyrimethamine, added as a 389 

negative control to inhibit the down regulated folate synthesis pathway, failed to do so.  390 

This suggests that ACC and FABI were active in dormant rings, and that by blocking their 391 

activities for a period of 48 hrs during dormancy the recovery of dormant parasites could be 392 

impacted.  In contrast, DHFR was not active in dormant parasites judging from a strong 393 

down regulation of its transcription level and the cessation of DNA synthesis, therefore it is 394 

not unexpected that dormant parasites were not susceptible to pyrimethamine making it a 395 

good negative control. Haloxyfob is a known inhibitor of plant plastid ACC (26) and has been 396 

shown to inhibit ACC of Toxoplasma gondii (27).  In the current study it is likely that 397 

haloxyfob inhibited ACC of dormant parasites and the downstream fatty acid synthesis 398 

pathway, delaying their recovery by 6 days.  Triclosan is an inhibitor of FABI in bacteria (28, 399 

29) and was initially shown to inhibit P. falciparum growth (30, 31).  However, triclosan also 400 

has unknown off‐target(s) in P. falciparum since parasites with a genetic knockout of FabI 401 

remains susceptible to triclosan (32).  Therefore, we could not rule out an off‐target effect 402 

of triclosan as impacting on the recovery of dormant parasites.    403 

The FASII pathway is present in all bacteria and in the plastid of plants, algae and 404 

apicomplexan parasites.   Its presence in P. falciparum was discovered in the late 1990s (33, 405 

34) and was targeted for antimalarial drug development.  Recent knockout studies show 406 

that FASII is essential for the development of the liver stage of the parasite, but not for 407 

blood stage parasites in vitro (32, 35).  This is in agreement with earlier reports that blood 408 

stage parasites could scavenge fatty acid (36, 37) and lipoic acid (38) from the host.  409 

However, FASII may play a role in vivo and when parasites are under stress.  Indeed, genes 410 

encoding FASII enzymes were reported to have been up‐regulated in 43 patients in Senegal 411 



16 
 

(39), especially in a cluster of parasite isolates with transcription profile matching starvation 412 

response.  Exposure to artemisinin drugs such as DHA also poses a strong stress to malaria 413 

ring stage parasites as evidenced by the abrupt arrest of parasite development and 414 

immediate killing effect.  Although mechanisms underlying dormancy recovery remain to be 415 

elucidated, the apicoplast fatty acid synthesis pathway is likely important for the survival 416 

and/or recovery of dormant parasites. 417 

Drug induced persistence is common in microbes. Its underlying mechanism had been linked 418 

to metabolic dormancy because antibiotics kill growing microbes by interrupting various 419 

metabolic pathways.  However, increasing evidence suggest that persistence is not a passive 420 

dormancy as some metabolic pathways, such as global regulators, amino acid synthesis, 421 

DNA repair (40) and nucleotide metabolism (41), are active in microbe persisters.  Recently, 422 

it has been proposed that persistence is an active process microbes use for survival (42).  423 

Our current study on DHA induced‐dormancy provides supporting evidence for this 424 

mechanism in P. falciparum.   Our results show that dormant ring stages down regulated 425 

gene transcription in glycolysis, TCA, DNA and protein syntheses pathways after exposure to 426 

DHA.  These dormant parasites are not metabolically quiescent yet they have stopped 427 

growing and dividing.   Genes in the pyruvate and FASII pathway continue to be transcribed 428 

in dormant parasites and furthermore, inhibitors of enzymes of the FASII pathway delayed 429 

the recovery of dormant parasites. The results suggest that the extended FASII pathway is 430 

active during dormancy and is important for the survival and recovery of dormant parasites.  431 

In summary, these data highlight new avenues to interrupt dormancy recovery that will help 432 

to reduce the rate of recrudescence following ART treatment.  Successful reduction in 433 

survival of dormant parasites will reduce the reliance and consequential pressure on 434 

companion drugs in ACT, especially where resistance to the companion drug already exists.   435 

These observations shed new light on the biology of ART induced dormant ring stages of P. 436 

falciparum, yet the precise role of dormancy as it relates to the emergence of ART 437 

resistance remains to be elucidated.  Importantly, the metabolic data obtained in this study 438 

were from parasites that expressed the previously described, morphologically distinct 439 

dormant rings (6, 7) rather than a quiescent stage with normal ring stage morphology (11).  440 

Our current understanding of the biology of dormant ring stages is that ART‐induced 441 

dormancy is a phenotype expressed in both susceptible and ART‐resistant P. falciparum (6, 442 
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7) and therefore could confound the underlying biology of emerging ART resistance. 443 

Secondly a proportion of dormant parasites remain viable and this viability is linked to up‐444 

regulation of two key pathways, fatty acid synthesis and pyruvate metabolism.  Based upon 445 

accumulated evidence, ART‐induced dormancy therefore enhances survival of parasites 446 

following treatment with ART therapy and is a likely mechanism for the high rate of 447 

recrudescence observed even prior to ART‐resistance emergence.  The proportion of ring 448 

stages that survive dormancy following treatment should enhance the potential acquisition 449 

of secondary resistance traits that would allow the parasite to continue to develop in the 450 

presence of increasing drug concentrations (43).  More detailed studies are required to 451 

assess on a global scale if additional pathways are important in the biology of dormant 452 

parasites and to determine if these same pathways are up‐regulated in ART‐resistant 453 

parasites following exposure to drug. 454 
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Table 1. Description of gene and primer sequences for genes encoding key enzymes in various pathways (* Genes included in the initial 

screening). 

Cellular 
Compartment 

Pathway  Gene ID  Gene name (abbreviation)  Forward primer (5' to 3')  Reverse primer (5' to 3') 

Cytosol 

Glycolysis  PF3D7_1324900  L‐lactate dehydrogenase (ldh)*  AGGACAATATGGACACTCCGAT  TTTCAGCTATGGCTTCATCAAA 

Folate 
metabolism 

PF3D7_0417200  dihydrofolate reductase (dhfr)*  ACCTGCGCAGTTCATACACG 
TGTTGGGAATGGATAGGGTATTCTG
T 

Folate 
metabolism 

PF3D7_0810800 
dihydropteroate synthetase 
(dhps)* 

AGGTATTTTTGTTGAACCTAAACGTGC  AGGACCAGAGGATTCTCCACCT 

Aminoacyl tRNA 
synthesis 

PF3D7_0717700  seryl‐tRNA synthetase (sars)*  AAGTAGCAGGTCATCGTG  CGGCACATTCTTCCATA 

Nucleus 

DNA replication  PF3D7_0411900 
DNA polymerase alpha (DNA pol 
α)* 

GCCAAGCCAACCAACCAAACC  TGTGGCTGTTTGTGGATGCAA 

Nucleotide 
metabolism 

PF3D7_1127100 
deoxyuridine 5'‐triphosphate 
nucleotidohydrolase (dUTPase)* 

GCCGCCTTGGATAATACTAGTGACC  TCCAAAACCTCCTTCTCCTCTGGA 

Apicoplast 

Pyruvate 
metabolism 

PF3D7_0530200 
triose phosphate transporter 
(itpt) 

CACATGCTGTTGCAAGCACAGTTA  AGAGGAACCAAGTCCACCAAGGA 

Pyruvate 
metabolism 

PF3D7_1037100  pyruvate kinase 2 (pykii)*  TGGGTGATATTCAAGGGCCT  ACCCTGTTTTGGTTACCTAATGAA 

Pyruvate 
metabolism 

PF3D7_1446400 
pyruvate dehydrogenase E1 beta 
subunit (pdh e1β) 

TCCGAAGCAGCAAAAGAATTAACGA  CCCAAAACCAGCTGACTCATCCA 

 Isoprenoids 
metabolism 

PF3D7_1337200 
1‐deoxy‐D‐xylulose 5‐phosphate 
synthase (doxp) * 

CCCGCTATGTTAGGAGGATCAGG  TGCCATAGCTGCTGCGAAAGT 

Fatty acid 
synthesis 

PF3D7_1026900 
biotin acetyl CoA carboxylase 
subunit (acc) 

TGAGTATCTCGATTCCACACAACA  CGTTCTTGTAAGTATCTCGTGTTCC 

Fatty acid 
synthesis 

PF3D7_1469600 
biotin carboxylase subunit of 
acetyl CoA carboxylase (bc) 

TGCAGTATGGCCTGGATGGG  TCCATAACATTACCAGTTGGACCT 

Fatty acid 
synthesis 

PF3D7_0615100  enoyl‐acyl carrier reductase (fabI)  TTTTCGGTATTTGGCCTCCT  CAAAAGAAGCGTCAAAGGGT 

Fatty acid 
synthesis 

PF3D7_0920000 
long chain fatty acid elongation 
enzyme (lcfaee)* 

CATCAACAAATATTATTGGACACCTCA  TCATGTCCATTTCTTTTCTCTTTTTCA 

Lipoic acid  PF3D7_1344600  lipoyl synthase (lipA)  TGCATTTTGGTATCCCATCC  TGTATGAACAGGTTCGTTTCT 
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metabolism

Mitochondria 

TCA cycle  PF3D7_0618500  malate dehydrogenase (mdh)*  AGGGGGCACATCCAGTTGAA  AGTCGAAAGCTTTTTGTGTGTTGCT 

Electron transport 
chain 

PF3D7_0915000 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
II (ndh2) 

GTTCAGGAAATGTGGACAAGC  ACCACCCCATCCTGAACCTA 

Electron transport 
chain 

PF3D7_1034400 
flavoprotein subunit of succinate 
dehydrogenase (sdha) 

GGTTCAGATTGGCTTGGGGA  TGTTCTTGAAAACGGGAGTCCA 

Electron transport 
chain 

PF3D7_1439400 
ubiquinnol‐cytochrome c 
reductase iron‐sulfur subunit 
(uqcr) 

ACCTAGGTTGTGTTCCAGCTC  AGGTGCAGGTCCTTGTCTGA 

Electron transport 
chain 

mal_mito_3  cytochrome b (cyt b)*  AGCAAGTCGATATACACCAGATGTT  GAGAAGCACCTGTTGCGTGC 

Electron transport 
chain 

PF3D7_1430900 
cytochrome c oxidase subunit II 
(coxii)* 

GCTATTCCGGGGCGCTTACA  TGCCTCTGGTGAGACAGCCT 
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Figure legends 
 
Figure 1. Percentage of parasite density (including normal, dormant and dead parasites) and 

dormant rings prior to and post DHA treatment.  Data (mean with 95% confidence intervals) 

were obtained from 3 independent experiments.   

Figure 2.  Transcription levels of 12 genes encoding enzymes of several metabolic pathways 

in DHA treated rings relative to pre‐treatment rings (fold ratio ± 95% confidence intervals). 

Relative transcription levels measured for each of the 12 genes are represented with 

different colour bars.  For each gene, relative transcription levels measured on days  2 

(outlined in black), 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 12 post DHA treatment (normalised against overall 

parasitemia including dormant, dead and normal parasites) are grouped together from left 

to right.  Transcription level measured on day 0 (pre‐treatment) is set as 1 for each gene.  

Data (mean with 95% confidence intervals) were obtained from samples in triplicate and 

three independent experiments.  Note: lcfaee could also be active in the endoplasmic 

reticulum. 

 

Figure 3. LDH activity and cellular ATP level relative to pre‐treatment during DHA induced 

dormancy recovery period. Pre‐treatment levels are set as 1.  Data (mean and standard 

error) were obtained from triplicate samples.  

Figure 4. Transcription levels of 8 genes encoding enzymes of apicoplast pyruvate 

metabolism and fatty acid synthesis pathways in DHA treated rings relative to pre‐treatment 

rings (fold ratio ± 95% confidence intervals). Relative transcription levels measured for each 

of the 8 genes are represented with different colour bars.  For each gene, relative 

transcription levels measured on days  2 (outlined in black), 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 12 post DHA 
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treatment are grouped together from left to right.  Transcription level measured on day 0 

(pre‐treatment) is set as 1 for each gene.  Data (mean with 95% confidence intervals) were 

obtained from samples in triplicate and three independent experiments. Note: lcfaee could 

also be active in the endoplasmic reticulum. 

    

Figure 5. Effect of haloxyfob (A), triclosan (B) and pyrimethamine (C) on recovery of DHA 

induced dormant parasite.  Parasitemia of viable parasites on various days is shown in the 

figure. Data (mean with 95% confidence intervals) were obtained from samples in triplicate 

and three independent experiments. 

Figure 6. Transcription levels of 5 genes encoding enzymes of mitochondria electron 

transport chain in DHA treated rings relative to pre‐treatment rings (ratio ± confidence 

intervals). Relative transcription levels measured for each of the 5 genes are represented 

with different colour bars.  For each gene, relative transcription levels measured on days  2 

(outlined in black), 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 12 post DHA treatment are grouped together from 

left to right.  Transcription level measured on day 0 (pre‐treatment) is set as 1 for each gene. 

Data (mean with 95% confidence intervals) were obtained from samples in triplicate and 

three independent experiments. 

 

 
 


