
  

Molecules 2020, 25, 256; doi:10.3390/molecules25020256  www.mdpi.com/journal/molecules 

Article 

A  Co‐Culturing  Approach  Enables  Discovery  and 

Biosynthesis of a Bioactive Indole Alkaloid Metabolite 

Fleurdeliz Maglangit 1,2,*, Qing Fang 1, Kwaku Kyeremeh 3, Jeremy M. Sternberg 4, Rainer Ebel 1 

and Hai Deng 1,* 

1  Marine Biodiscovery Centre, Department of Chemistry, University of Aberdeen, Meston Walk, Old 

Aberdeen, Aberdeen AB24 3UE, UK; r01qf16@abdn.ac.uk (Q.F.); r.ebel@abdn.ac.uk (R.E.) 
2  Department of Biology and Environmental Science, College of Science, University of the Philippines Cebu, 

Lahug, Cebu City 6000, Philippines 
3  Marine and Plant Research Laboratory of Ghana, Department of Chemistry, University of Ghana,   

P.O. Box LG56 Legon‐Accra, Ghana; kkyeremeh@ug.edu.gh 
4  Institute of Biological and Environmental Sciences, University of Aberdeen, Aberdeen AB24 3UE, UK; 

jsternberg@abdn.ac.uk   

*  Correspondence: ffmaglangit@up.edu.ph (F.M.); h.deng@abdn.ac.uk (H.D.);   

Tel.: +63‐032‐232‐8185 (F.M.); +44‐1224‐272953 (H.D.); Fax: +44‐1224‐272291 (H.D.) 

Academic editor: Takaaki Kubota 

Received: 29 November 2019; Accepted: 3 January 2020; Published: 8 January 2020 

Abstract: Whole‐genome sequence data of the genus Streptomyces have shown a far greater chemical 

diversity of metabolites  than what have been discovered under  typical  laboratory  fermentation 

conditions. In our previous natural product discovery efforts on Streptomyces sp. MA37, a bacterium 

isolated from the rhizosphere soil sample in Legon, Ghana, we discovered a handful of specialised 

metabolites from this talented strain. However, analysis of the draft genome of MA37 suggested 

that most of the encoded biosynthetic gene clusters (BGCs) remained cryptic or silent, and only a 

small fraction of BGCs for the production of specialised metabolites were expressed when cultured 

in our  laboratory conditions. In order to  induce the expression of the seemingly silent BGCs, we 

have  carried out  a  co‐culture  experiment by growing  the MA37  strain with  the Gram‐negative 

bacterium  Pseudomonas  sp.  in  a  co‐culture  chamber  that  allows  co‐fermentation  of  two 

microorganisms with no direct contact but allows exchange of nutrients, metabolites, and other 

chemical cues. This co‐culture approach led to the upregulation of several metabolites that were not 

previously  observed  in  the monocultures  of  each  strain. Moreover,  the  co‐culture  induced  the 

expression of the cryptic indole alkaloid BGC in MA37 and led to the characterization of the known 

indolocarbazole alkaloid, BE‐13793C 1. Neither bacterium produced compound 1 when cultured 

alone. The structure of 1 was elucidated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR), mass spectrometry 

analyses and comparison of experimental with literature data. A putative biosynthetic pathway of 

1 was proposed. Furthermore, BE‐13793C 1 showed strong anti‐proliferative activity against HT‐29 

(ATCC HTB‐38) cells but no toxic effect to normal lung (ATCC CCL‐171) cells. To the best of our 

knowledge, this is the first report for the activity of 1 against HT‐29. No significant antimicrobial 

and anti‐trypanosomal activities for 1 were observed. This research provides a solid foundation for 

the  fact  that a co‐culture approach paves  the way  for  increasing  the chemical diversity of strain 

MA37. Further characterization of other upregulated metabolites in this strain is currently ongoing 

in our laboratory. 
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Molecules 2020, 25, 256  2  of  16 

 

1. Introduction 

Gram‐positive bacteria of the genus Streptomyces, are a prolific source of specialised metabolites. 

This property has led to the isolation and characterization of molecules that constitute more than half 

of  the  commercially  available  drugs,  drug  leads,  and  other  bioactive  compounds  [1–3]. Whole‐

genome  sequence  analyses  combined  with  recent  advances  in  bioinformatics  indicate  that 

Streptomyces  genomes  contain many  putative  biosynthetic  gene  clusters  (BGCs)  that  encode  for 

bioactive metabolites [4–9]. However, a majority of these genes are silent or cryptic under normal 

laboratory culture conditions [10,11], and these “silent genes” represent a treasure trove of potentially 

promising novel metabolites with relevant biosynthetic pathways  that require new approaches  to 

induce their expression [7]. 

Recently, co‐cultivation of Streptomyces with other microorganisms has received considerable 

interest for the discovery of cryptic natural products [7,12–15]. Bacteria do not live in isolation in the 

environment  but  rather  in  complex microbial  communities  interacting,  sharing,  and  exchanging 

metabolic  processes  and  signals  [16].  These  microbial  interactions  are  often  characterized  by 

competition for limited resources or space availability and antagonism, which trigger the activation 

of  silent  gene  clusters,  leading  to  the  production  of  bioactive  specialised metabolites  as defence 

mechanisms. Co‐culturing  represents  an  attempt  to  imitate  this  highly  interactive  setting  in  the 

laboratory, in which competition is deliberately provoked between two or more growing organisms 

in anticipation that cryptic BGCs are activated and transcribed under stressed co‐culture conditions 

[7].  Co‐cultures  can  be  carried  out  on  solid  agar  plates  [17];  however,  this  Petri‐dish method 

represents a drawback when large amounts of metabolites are required for isolation, bioassay, and 

de novo structure characterization [7]. Co‐cultivation can also be performed in liquid substrates by 

growing two species in one culturing vessel, commonly referred to as mixed fermentation [18–20]. 

For example, the co‐culture between the soil‐dwelling bacterium Streptomyces rapamycinicus and the 

fungus  Aspergillus  nidulans  induced  the  expression  of  a  silent  fungal  gene  cluster  to  yield  the 

archetypal polyketide orsellinic acid and analogues [20]. The cryptic meroterpenoid pathway in the 

fungus Aspergillus fumigatus was expressed by co‐cultivation with the same bacterium to produce the 

prenylated polyketides, fumicyclines [19].   

Continued screening for Gram‐positive bacteria in our laboratory led to the isolation of a novel 

Ghanaian  strain,  Streptomyces  sp. MA37.  This  strain  is  a  prolific  producer  of  natural  products 

including legonmycins [21], neocarazostatin A [22–25], accramycin A [26], legonoxamines [27], and 

organofluorines [9,28]. However, genomic analysis of the MA37 strain suggested that only a small 

part of the biosynthetic genes encoding for specialised metabolites were expressed under laboratory 

culture conditions. In order to induce the expression of potentially valuable cryptic natural products 

encoded in the genome, we have carried out a co‐culture fermentation by growing MA37 with the 

Gram‐negative bacterium, Pseudomonas sp. Herein, we also present an experimental setup that allows 

co‐culturing  of  two  organisms  while  keeping  them  physically  separated  by  a  semi‐permeable 

membrane but allowing exchange of nutrients and metabolic signals. Through this device (Figure 1), 

we  can mimic  the  complex  ecological  interactions  in  their microhabitats while minimizing  some 

variables present in cell–cell contact in the case of mixed fermentations.   

The  co‐culture  of  strain MA37  and  Pseudomonas  sp.  upregulated  the  production  of many 

metabolites  that were  not  previously  detected  in  the  bacterial monocultures  (Figure  2),  and  the 

isolation of the known pyrroloindolocarbazole alkaloid metabolite, BE‐13793C 1. Neither bacterium 

produced 1 alone under our laboratory conditions. Hence, compound 1 is co‐culture specific, and it 

is likely that the interactions between the two species induced the silent indolocarbazole gene cluster 

in MA37 to produce 1.   

2. Results and Discussion 

For the co‐cultivation of the two strains, we developed a setup made of 2 modified glass vessels 

with a 100 mm opening on each compartment for sampling, inoculation, and filling purposes (Figure 

1). The two chambers were joined by a holding clamp made of steel and an O‐ring made of silicone 

to ensure a leak‐proof sealing. A 0.22 μm polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane filter (Sigma, 
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UK) was used to separate the two culturing vessels. This setup allows two species to grow in separate 

chambers  under  identical  culture  conditions  but  with  no  direct  contact.  The  semi‐permeable 

membrane  filter  allows  the diffusion  of  chemical nutrients  and metabolic  signals,  thus  ensuring 

microbial communication between two interacting species. The co‐culture device was assembled and 

autoclaved prior to use. A similar setup was also previously described in the literature to co‐culture 

two bacterial strains [12,29].   

. 

Figure 1. (A). Assembled co‐culture device enabling separation of two independent cultures with a 

0.22 μm membrane filter and joined by a holding clamp. (B). Co‐culture of Streptomyces sp. MA37 and 

Pseudomonas sp. prior to incubation. 

2.1. HPLC‐UV Profiles of Co‐culture‐ and Monoculture‐Derived Extracts From Strain MA37 and 

Pseudomonas sp. 

Each compartment of our experimental setup containing 250 mL of ISP2 broth was inoculated 

with  seed  cultures  of  Streptomyces  sp.  MA37  and  Pseudomonas  sp.,  respectively.  The  0.22  μm 

membrane  filter  allowed  each  strain  to  grow  independently  while  in  constant 

interaction/communication with another organism. The cultures were incubated for 7 days at 28 ℃ 
with  constant  agitation  at  180  rpm  to  ensure  a  high  metabolic  exchange.  Laboratory  culture 

conditions for both bacterial species were maintained identical. 

Toward the end of the fermentation, the growth in the chamber containing Pseudomonas sp. was 

observed to be inhibited and the culture became transparent. Subsequently, Diaion® HP‐20 (3 g/50 

mL) was added to the culture, which was incubated for another 24 h and filtered under vacuum, after 

which the resin and mycelia were exhaustively extracted with 100% methanol. The methanol extract 

was  concentrated  under  reduced  pressure.  The  co‐culture was  repeated  several  times,  ensuring 

identical culture conditions for every fermentation batch in order to obtain a total combined crude 

extract of about 9.0 g.   

In addition, seed cultures of MA37 and Pseudomonas sp. were individually inoculated in 250 mL 

ISP2, as control cultures. They were both incubated at 28 C, 180 rpm for 7 days, and the extraction 
was performed as described above.   

Crude  extracts of  co‐  and mono‐cultures  (15.0 mg/mL  in methanol) were  screened by high‐

pressure  liquid  chromatography  (HPLC)‐ultraviolet  (UV)  analysis  (Agilent  Technologies  1260 

Infinity, UK) with spectral scanning from 230–320 nm and a linear gradient from 0%–100% methanol. 

Metabolite profiling by HPLC‐UV and high‐resolution electrospray  ionization mass spectrometry 

(HRESIMS) demonstrated that several metabolites in the monocultures were upregulated in the co‐

cultured fermentations (Figure 2 designated as *). Moreover, metabolites that were not previously 

observed in the axenic cultures were detected in the co‐culture (∆). Hence, these metabolites are co‐

culture specific and are likely produced by microbial interactions between Pseudomonas sp. and MA37 

[30]. Several peaks were observed at λ250 nm in the co‐culture, suggesting that they could be related 

compounds. 

The  co‐culture  crude  extract  was  fractionated  by  vacuum  liquid  chromatography  using  a 

mixture of hexane–ethyl acetate–methanol gradient  to yield 10  fractions  (CC1‐CC10). Most of  the 

compounds  that  were  not  in  the  monocultures  were  present  in  fraction  CC2;  hence,  further 



Molecules 2020, 25, 256  4  of  16 

 

purification of this fraction was carried out by reversed‐phase HPLC to yield a yellow powder, BE‐

13793C 1 (4.0 mg). 

 

Figure  2.  (A) HPLC  traces  recorded  at  λ250  nm  of  the  extracts  (10  μL  injection,  15.0 mg/mL  in 

methanol) of Streptomyces sp. MA37 cultivated with Pseudomonas sp., showing metabolites that are 

upregulated (*) and expressed only in co‐cultures (∆). (B) Streptomyces sp. MA37 monoculture, and 

(C) Pseudomonas sp. monoculture. 

2.2. Structure Elucidation 

The structure of 1 was characterized using spectrometric and spectroscopic analyses including 

liquid  chromatography  mass  spectrometry  (LCMS),  1D  and  2D  nuclear  magnetic  resonance 
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spectroscopy (NMR), and also by comparison with literature data [31]. BE‐13793C 1 (Figure 3) was 

obtained as a yellow powder with a molecular formula of C20H11N3O4 deduced by high‐resolution 

electrospray ionization mass spectrometry (HRESIMS) (observed [M + H]+ = 358.0826, m/z calculated 

[M + H]+ = 358.0822; ∆ = 1.0576 ppm) with 17 degrees of unsaturation (Figure S1). The UV spectrum 

λmax 245, 305, 330, 395 nm suggested the presence of an indolocarbazole skeleton [32,33].   

 

Figure  3.  Structure  of  BE‐13793C  1  with  1H‐1H  Correlation  Spectroscopy  (COSY)  (―)  and  key 

Heteronuclear Multiple Bond Correlations (HMBC) (→). 

Analysis of the 1H‐NMR spectrum in DMSO‐d6 revealed that the integral ratio of the peak at δH 

10.87 was half  compared  to  the other  signals  (Figure S2). The  1H‐NMR  spectrum  showed only 6 

signals, 4 of which had an integration of 2. Three of these signals were attributed to the 6 aromatic 

methine protons at  δH 6.98  (d,  J = 8.2),  δH 7.13  (tr),  δH 8.41  (d,  J = 7.8), and  the  remaining  signals 

corresponded to the five exchangeable protons OH or NH (δH 10.63, 2H; δH 10.87, 1H; δH 11.57, 2H). 

The number of carbon atoms observed in HRESIMS were twice the number observed in the 13C‐NMR 

data (Table 1). These results suggested that 1 had a symmetrical structure.   

Inspection of the 1H‐1H COSY correlations identified the aromatic spin systems H‐2 to H‐4 and 

H‐8 to H‐10, indicative of two 1,2,3‐trisubstituted benzene rings (Figure S5). The HMBC correlations 

from NH‐13 (δH 11.57) to C‐1 (δC 143.3), C‐13a (δC 130.7), C‐12a (δC 129.0), C‐12b (δC 129.0), C‐4a (δC 

123.0), C‐4b (δC 115.9), and NH‐12 (δH 11.57) to C‐11 (δC 143.3), C‐11a (δC 130.7), C‐12a (δC 129.0), C‐

12b  (δC 129.0), C‐7c  (δC 123.0), and C‐7b  (δC 115.9)  supported  the presence of an  indolocarbazole 

moiety in the structure (Figure S4). The cross peaks from N‐H (δH 10.87) to the carbonyl carbons at δC 

171.7 (C5 and C7), and aromatic quaternary carbons at δC 120.3 (4c and 7a), and δC 115.9 (4b and 7b) 

established the connectivity of the pyrrole ring to the indolocarbazole framework. 

Table 1. 1H and 13C‐NMR of BE‐13793C 1 at 600 MHz and 298 K. 

No. 
1H  13C a 

α (ppm)  mult.  J (Hz)  α (ppm)  Type 

1  10.63 (OH)  s    143.3 b  C 

2  6.98  d  8.2  111.4  CH 

3  7.13  tr  8.2  121.3  CH 

4  8.41  d  7.8  115.5  CH 

4a  ‐  ‐  ‐  123.0  C 

4b  ‐  ‐  ‐  115.9  C 

4c  ‐  ‐  ‐  120.3  C 

5  ‐  ‐  ‐  171.7  C 

6  10.87 (NH)  s    ‐  ‐ 

7  ‐  ‐  ‐  171.7  C 

7a  ‐  ‐  ‐  120.3  C 

7b  ‐  ‐  ‐  115.9  C 
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7c  ‐  ‐  ‐  123.0  C 

8  8.41  d  8.2  115.5  CH 

9  7.13  tr  8.2  121.3  CH 

10  6.98  d  7.8  111.4  CH 

11  10.63(OH)  s  ‐  143.3 b  C 

11a  ‐  ‐  ‐  130.7  C 

12  11.57 (NH)  s  ‐  ‐  ‐ 

12a  ‐  ‐  ‐  129.7  C 

12b  ‐  ‐  ‐  129.7  C 

13  11.57 (NH)  s  ‐  ‐  ‐ 

13a  ‐  ‐  ‐  130.6  C 
a  Obtained  from  Heteronuclear  Single  Quantum  Correlation  (HSQC)  and  Heteronuclear  Multiple  Bond 

Correlation (HMBC) in CD3OD and DMSO‐d6, respectively; b estimated from DMSO‐d6 spectrum. 

The structure of 1 was confirmed to be the known compound BE‐13793C 1, the hydroxylated 

version  of  arcyriaflavin A  [34]  by  comparison with  the  spectral  data  in  the  literature  [31]. This 

indolocarbazole alkaloid was previously isolated from a Streptoverticillium strain and was found to 

inhibit topoisomerases I and II (IC100 2 μM) and doxorubicin‐resistant (IC50 1.0 μM) or vincristine‐

resistant P388 murine leukemia cell lines (IC50 0.7 μM). It caused in vivo inhibition of Erlich ascite 

tumour cells in mice [31,35]. Furthermore, 1 was also isolated from the mixed fermentation culture of 

mycolic‐acid‐containing bacteria, namely Tsukamurella pulmonis and Streptomyces cinnamoneus NBRC 

13,823 [36].   

2.3. Proposed Biosynthetic Pathway   

In silico analysis of the annotated genome of Streptomyces sp. MA37 using antiSMASH 3.0 [37] 

identified one putative bec biosynthetic gene cluster (BGC) likely to be involved in the production of 

BE‐13793C  1,  showing  high  homology  to  rebeccamycin  (AB071405.1)  [32,38],  staurosporine 

(AB088119.1) [39–42], K252a (FJ031030) [43], and AT2433 (DQ297453)[44] BGCs.   

The bec BGC spans about 8.4 kb of genomic DNA containing open reading frames (ORFs) with 

deduced functions that were assigned based on database comparison and sequence analysis (Table 

2, Figure 4A). Four ORFs (becO, becD, becC, becP) were found to have, on average, 50%–60% identity 

to the corresponding ORFs of the staurosporine (sta), rebeccamycin (reb), k252a (nok), and AT2433 

(atm) clusters at the amino acid sequence level, hence we propose that these genes are involved in the 

indolocarbazole core formation (Figure S6, Table S1) [39,40,43]. 
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Figure 4. (A) Biosynthetic gene cluster of BE‐13793C 1  in Streptomyces sp. MA37 and (B) Proposed 

biosynthetic pathway of 1. 

Table 2. Deduced functions of open reading frames (ORFs) in BE‐13793C (bec) in the Streptomyces sp. 

MA37 biosynthetic gene cluster. 

Gene  Deduced Function  AA 

becO  amino acid oxidase  508 

becD  chromopyrrolic acid synthase  1095 

becC  Flavin‐binding monooxygenase  540 

becP  cytochrome P450 oxygenase  417 

becR    LuxR response regulator  221 

 

Based on previous knowledge, the indolocarbazole core of rebeccamycin and staurosporine is 

derived from 2 units of L‐tryptophan [32,39,45]. It was speculated that the biosynthesis of BE‐13793C 

1 begins from the hydroxylation of L‐tryptophan to 7‐hydroxytryptophan 2; however, no gene that is 

encoded for tryptophan hydroxylase was identified within or in close proximity in the putative BGC 

of  1.  Further  biochemical  characterization  is  required  to  identify  the  enzyme  involved  in  the 

conversion.   

The oxidative deamination of two molecules of 7‐hydroxy‐tryptophan 2 to the corresponding 

indole‐3‐pyruvic acid 3 is catalysed by the putative enzyme BecO [32,42,46,47]. Supplementation of 

DL‐fluorotryptophans  to cultures of Saccharothrix  aerocolonigenes  induced  the production of novel 

fluoro‐indolocarbazole rebeccamycin derivatives [48], suggesting that rebO could accept tryptophan 

analogues for oxidative deamination. Likewise, we propose that BecO with 56% amino acid identity 

to RebO performs a similar function.   
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Gene expression elucidated that 3 is solely required by the tetrameric hemoprotein StaD or RebD 

for the production of the chromopyrrolic acid 4 in staurosporine or rebeccamycin biosynthesis [45,49], 

contrary to the previous reports that both 2 and 3 are the precursors for the coupling reaction to yield 

4 [38,45]. BecD encoded for 1095 amino acid residues. A BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

search indicated that it is closely related to StaD (60% amino acids identity) and RebD (54% amino 

acids identity) and is likely to involve a similar coupling reaction of two molecules of 3 and NH4+ in 

BE‐13793C biosynthesis in MA37 for the formation of 4. Sequential oxidative steps occur through the 

action  of  additional  putative  enzymes,  including  BecP  (cytochrome  P450  oxygenase)  and  BecC 

(Flavin  Adenine  Dinucleotide  (FAD)‐binding monooxygenase)  to  convert  4  to  the  dicarboxylic 

bisindole 5, then to the indolocarbazole skeleton 6. A database search suggested that BecR is similar 

to the luxR family transcriptional regulator and shares 31% and 44% similarity to RebR and StaR, 

respectively. It is speculated that BecR could function as a transcriptional activator of the expression 

of BE‐13793C biosynthetic genes in MA37. [38]. Gene‐disruption experiments showed no production 

of  rebeccamycin‐related  compounds  in  the  rebR‐truncated  mutants.  However,  it  is  vital  for 

production in the heterologous expression of indolocarbazole biosynthetic genes [18]. 

One of the structural differences between 1 and rebeccamycin/staurosporine is the presence of 

the sugar moiety. Detailed analysis of the annotated MA37 genome showed no rebG, StaG, atmG, or 

NokL  homologues  that  encode  for  the  N‐glycosyltransferase  [38,42–44].  The  RebH  and  RebF 

halogenase  enzymes  in  rebeccamycin BGC were also not  found  in  the  bec  cluster of MA37. This 

explains the production of only the aglycone and deschloro‐indolocarbazole in the coculture‐induced 

fermentation of MA37 and Pseudomonas sp. 

2.4. Biological Activity Test 

Several  natural  and  synthetic  indolocarbazole  alkaloids  such  as  staurosporine  [39,50–53], 

arcyriaflavins  [34,54], ED‐110  [35], rebeccamycin  [32,55], and  related analogues have been widely 

studied  for  their antibacterial  [39,56], anti‐tubercular  [39,57], antifungal  [56], anticancer  [35,58,59], 

cytotoxic activities [60], as well as inhibition against human African trypanosomiasis (HAT) [52,61]. 

In fact, a number of these analogues, UCN‐01 [62], BMY‐27557 [63], XL119 [64], NSC 655,649 [39,40], 

have  already  entered  clinical  trials. Considering  this, we  examined  the  antimicrobial,  anticancer, 

cytotoxic activities, as well as activity against trypanosomes, of the isolated alkaloid, BE‐13793C 1.   

2.5. Antimicrobial/Antibiofilm Assays for BE‐13793C 1 

BE‐13793C 1 was  tested against a panel of Gram‐positive  (Enterococcus  faecalis, Staphylococcus 

aureus, methicillin‐resistant Staphylococcus  aureus, Streptococcus B., Staphylococcus haemolyticus) and 

Gram‐negative pathogens  (Escherichia  coli, Pseudomonas  aeruginosa)  (Table  3); however,  it did not 

show any significant activity at the highest concentration tested (140 μM).   

The biofilm‐forming bacteria, Staphylococcus  epidermidis was used  to  evaluate  the antibiofilm 

activity of 1. The activity was determined by quantification of the total biofilm biomass with crystal 

violet; however, it did not display inhibition of biofilm formation at concentrations between 0–140 

µM.   

Table 3. Antimicrobial/antibiofilm tests against a panel of bacterial pathogens. 

Pathogen 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

(μM) 

BE‐13793C 1  Gentamicin 

Enterococcus faecalis ATCC 29,212    >140  1.05 

Staphylococcus aureus ATCC 25,923    >140  0.25 

Methicillin‐resistant S. aureus, MRSA ATCC 33591  >140  2.00 

Streptococcus B. ATCC 12,386    >140  1.04 

Staphylococcus haemolyticus clinical isolate 8‐7A  >140  40.2 

Escherichia coli ATCC 25,922    >140  0.25 
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27,853  >140  1.04 

Biofilm Staphylococcus epidermidis ATCC 35,984    >140  17.8 

2.6. Antiproliferative/Cytotoxicity Activities for BE‐13793C 1  

BE‐13793C  1  showed  strong  antiproliferative  activity  against  human  HT‐29  colorectal 

adenocarcinoma (ATCC HTB‐38) cells (IC50 3.16 μM). The cytotoxicity of 1 was also investigated on 

normal  lung  (ATCC  CCL‐171)  cells  by  colorimetric  MTS  (3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐5‐(3‐

carboxymethoxyphenyl)‐2‐(4‐sulfophenyl)‐2H‐tetrazolium)  assay.  There  was  no  significant 

difference in cell viability between the test compound and the media control at 0–140 μM, indicating 

that 1 inhibited cell proliferation, induced anoikis, and caused cell death of HT‐29 colon cells but had 

no cytotoxic effect on normal cells (Table 4, Figure S7). Several biological activities have been reported 

for indolocarbazole alkaloids including antituberculosis [65], anticancer [55], and antitumour [31,55] 

activities. However, there are no records in the literature for the bioactivity of BE‐13793C 1 in HT‐29 

cell‐based bioassays. The standard antibiotic, staurosporine (Sigma, UK), which differed from 1 in 

the presence of the sugar unit, displayed a potent antiproliferative activity (IC50 0.20 μM) consistent 

with the reported antiproliferative properties of staurosporine in the literature [50,66]. Midostaurin 

(sold under the name Rydapt®), a semi‐synthetic analogue of staurosporine, had been approved for 

clinical use in 2017 for the treatment of acute myeloid leukemia (AML) [50]. 

Table 4. Antiproliferative/cytotoxic activities of 1. 

  Human colon carcinoma 

(HT29 ATCC HTB‐38) 

Normal lung cell 

ATCC CCL‐171 

BE‐13793C 1 (IC50, µM)  3.16    >140 

Staurosporine (IC50, µM)  0.20  >100 

2.7. Trypanosome Inhibition Assay for BE‐13793C 1 

The protozoan parasite Trypanosoma brucei spp. causes trypanosomiasis in humans and livestock 

[67] and was used as a model for antiprotozoal activity in 1. BE‐13793C 1 was tested against T. brucei 

brucei  following  the protocols described by Raz  [68]  (1997) and Pimentel‐Elardo  [52]  (2010), with 

minor modifications. The antibiotic standard, staurosporine (Sigma), which primarily differs with 1 

in the presence of the sugar unit in the structure, showed potent inhibition against T. brucei brucei 

(IC50 = 0.022 μM) similar  to  the reported activity  in  literature  [52]. However, BE‐13793C 1 did not 

show any growth inhibition against the trypanosomes at the highest concentration tested (50 μM) 

(Table 5). The antiparasitic activity of staurosporine is attributed to its potent inhibition of protein 

kinase C (PKC) [50,69,70]. The sugar unit attached to two indole nitrogens in staurosporine plays a 

key role in its activity against trypanosomatid parasites [71]. Previous studies have shown that the 

aglycone  counterpart  does  not  show  any  significant  PKC  inhibition  [55,72], which  explains  the 

inactivity of 1 against T. brucei brucei. Reviews on protein kinases as drug targets in trypanosomes are 

described in the literature [70,73]. 

Table 5. Antitrypanosomal activity of 1. 

  IC50 (μM) 

BE‐13793C 1  >50   

Staurosporine  0.022   

3. Materials and Methods   

3.1. General Experimental Procedures 

The  infrared  spectrum  was  obtained  on  a  PerkinElmer  Spectrum  version  10.4.00  Fourier 

transform  infrared  (FTIR)  spectrometer  (2013)  (Scotland, UK)  equipped with  an  attenuated  total 

reflection  (ATR)  diamond  cell. High‐resolution  electrospray  ionisation mass  spectrometry  (HR‐
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ESIMS) data were obtained using an LTQ Orbitrap Thermo Scientific MS system coupled to a Thermo 

Instrument HPLC system (Accela PDA detector, Accela PDA autosampler, and Accela pump). The 

following conditions were used: capillary voltage of 45 V, capillary temperature of 200 °C, auxiliary 

gas flow rate of 10−20 arbitrary units, sheath gas flow rate of 25−40 arbitrary units, spray voltage of 

4.5 kV, and mass range of 100−2000 amu (maximal resolution of 30,000). For HRESIMS, a C18 Sunfire 

analytical HPLC column (5μm, 4.6 mm × 150 mm) was used with a mobile phase consisting of 5−100% 

acetonitrile with 0.1% formic acid over 30 min at a flow rate of 0.5 mL/min. Reversed‐phase HPLC 

separations were performed using a C18 column  (5 μm, 100 Å, 10 mm × 250 mm) connected  to a 

binary pump and monitored using a photodiode array detector. NMR data were acquired on high‐

performance  digital  Bruker  AVANCE  III  HD  400 MHz  (Ascend™  9.4  Tesla,  UK)  and  Bruker 

AVANCE III HD 600 MHz (Ascend™ 14.1 Tesla, UK) with Prodigy TCI™ cryoprobe at 25 °C. 

3.2. The Autoclavable Co‐Culture Experimental Setup 

The co‐culture setup consisted of two modified flasks (each with a capacity of 600 mL) with a 

100 mm flat edge opening and a 30 mm neck (Figure 1) [74]. Each chamber was joined by a holding 

clamp and an O‐ring made of  silicone  to  ensure a  leak‐proof  sealing. A 0.22  μm polyvinylidene 

fluoride (PVDF) membrane filter (Durapore®, Ireland) was used to separate the two culturing vessels. 

Each  flask had a 30 mm opening  for  filling and sampling purposes, which was covered by  foam 

stoppers  (FisherbrandTM polyurethane) during  culturing. The  culture vessels, O‐ring,  clamp,  and 

membrane filter were assembled and autoclaved prior to use.   

3.3. Strains, Genomic DNA, and Media 

The Streptomyces sp. MA37 strain was isolated from the soil sample collected from Legon‐Accra, 

Ghana Africa [9]. The Pseudomonas sp. was isolated from the rhizosphere of a conker tree (Aesculus 

hippocastanum) growing along Meston Walk, University of Aberdeen, Old Aberdeen, Scotland, UK. 

The genomic DNA of  the  latter was  extracted  and was  identified by  16S gene RNA  sequencing 

(MN720504) [75]. All media/broth for fermentation were obtained from Fisher Scientific (UK) unless 

otherwise stated.   

3.4. Fermentation and Extraction 

The seed cultures of Streptomyces sp. MA37 and Pseudomonas sp. were prepared by inoculating 

the bacterial glycerol stocks in ISP2 broth (yeast extract 4 g, malt extract 10 g, glucose 4 g, in 1 L H2O, 

1:1000) and incubating for 5 days at 28 C with shaking at 180 rpm (Incu‐shake FL16‐2). 

Each co‐culture partition vessel was filled with up with 250 mL of ISP2 and inoculated with the 

seed cultures of MA37 in one chamber and Pseudomonas sp. in the other. The co‐culture was incubated 

for 7 days in the rotary shaker maintained at 28 C and 180 rpm. Subsequently, Diaion® HP‐20 resin 

(3 g/50 mL) was added to the culture and incubated for 24 h at the same temperature and shaking 

conditions.  The  resin was  filtered, washed with H2O,  extracted with MeOH  (3  ×  500 mL),  and 

concentrated  under  reduced  pressure  (Buchi  Rotavapor  R200,  Scotland, UK).  The  extracts were 

subjected to LCMS analysis. The co‐culture fermentation was repeated several times (approx. 10 L 

ISP2) to obtain 9g of the total crude extract.   

Monocultures of Streptomyces sp. MA37 and Pseudomonas sp. were cultured in ISP2 for 7 days at 

28 C and 180 rpm in conical flasks (Pyrex™ borosilicate glass narrow neck flasks) and extracted with 

HP‐20 resin as described above. 

3.5. Chromatography and Isolation 

Crude extracts of co‐ and mono‐cultures  (5.0 mg/mL  in methanol) were  initially screened by 

HPLC‐UV analysis (Agilent Technologies 1260 Infinity) with spectral scanning from 230−320 nm and 

a linear gradient from 0%–100% methanol.   

The co‐culture crude was then fractionated by vacuum liquid chromatography on silica gel 60 

(Acros Organics™ ultra‐pure 60A 40‐63u), eluting with a gradient of n‐hexane−ethyl acetate−MeOH 
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to give 10 subfractions  (CC1‐CC10). HPLC‐UV‐HRESIMS analysis  revealed  that most metabolites 

that were not observed in the monocultures were in CC2; hence, further purification of this fraction 

was carried out by reversed‐phase HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity) (ACE C18‐HL 10 μM 

10 × 250 mm) equipped with a diode array detector (DAD). HPLC separation was performed using 

solvent A (95% H2O, 5% methanol, and 0.1% trifluoroacetic acid) and solvent B (100% methanol) as 

eluents, with a linear gradient from 20%−100% MeOH over 40 min and a solvent flow rate of 1.5 mL 

min−1. All  of  the  employed  chemicals were HPLC‐grade.  The  separation  afforded  4.0 mg  of  an 

indolocarbazole alkaloid, BE‐13793C 1.   

BE‐13793C: yellow solid. UV (PDA) λmax: 245, 305, 330, 395nm; IR (neat) νmax (cm−1): 3427, 1740, 

1590,  1422,  1343,  1205,  857  nm;  1H,  13C‐NMR data,  see  Table  1; HR  ESIMS  (positive mode) m/z 

calculated [M + H]+ = 358.0822; observed [M + H]+ = 358.0826; ∆ = 1.0576 ppm. 

3.6. AntiBacterial Assay 

All  strains used  for  the  antibacterial  tests were  from  the American Type Culture Collection 

(ATCC):  Escherichia  coli  (25922),  Pseudomonas  aeruginosa  (27853),  Staphylococcus  aureus  (25923), 

Methicillin‐resistant  S.  aureus  (33591),  Enterococcus  faecalis  (29212),  Streptococcus  B  (12386),  and 

Staphylococcus  haemolyticus  (clinical  isolate  8‐7A). Gentamicin  (Sigma) was  used  as  the  standard 

antibiotic. The antibacterial assay of 1 was performed as described in our previous report [26].   

3.7. Antibiofilm Assay 

The antibiofilm activity of 1 was determined by quantification of the total biofilm biomass with 

crystal  violet.  The  biofilm‐forming  bacteria  Staphylococcus  epidermidis were  inoculated  in  96‐well 

plates with clear bottoms (Corning, NY, USA) containing the Mueller Hinton (MH) medium (with 

1% glucose to induce biofilm) and the test compound (140 μM). The plate was incubated overnight 

at 37 °C. Wells were carefully washed with 100 μL phosphate‐buffered saline (PBS) to eliminate free‐

floating bacteria. Biofilm formation was fixed by incubating the plates at 65 °C for 1 h followed by 

staining with 0.1% crystal violet  (100 μL) for 10 min. Excess stain was  thoroughly rinsed off with 

distilled water, and plates were left to dry at 65 °C for at least 1 h. The optical density (600 nm), OD600, 

of  stained  biofilm was measured  on  a Victor3  Plate Reader. OD600  is  a measure  of  the  bacteria 

adhering  to  the surface and forming biofilms, and readings below 0.25 were considered active. S. 

epidermidis and milliQ water comprised the positive control. Staphylococcus haemolyticus, which does 

not form biofilms, was used as the negative control. Experiments were performed in triplicate.   

3.8. Antiproliferative/Cytotoxicity Assays 

The antiproliferative activity of 1 was tested on the human HT29 colon carcinoma (ATCC HTB‐

38). Cell lines (2000 cells/well) were added to 96‐well plates (Nunc, Thermo Fisher Scientific, US) in 

Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium  (DMEM)  containing  10%  foetal  bovine  serum  (FBS)  and 

gentamicin  (10  μg/mL). Cells were  incubated  for  24 h  at  37  °C  and maintained  in  a humidified 

atmosphere of 5% CO2 and low passage. The lung normal cell lines (ATCC CCL‐171) were used for 

toxicity testing of 1. Cell lines (4000 cells/well) were added to 96‐well plates and incubated in similar 

conditions as described above. 

At the end of 24 h, the test compound (0.1, 1, 2.5, 5, 10, 12.5, 25, and 50 μg/mL) was added to the 

wells and  incubated  for 72 h. Cell viability was determined by a colorimetric MTS assay using a 

tetrazolium  dye,  3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐5‐(3‐carboxymethoxyphenyl)‐2‐(4‐sulfophenyl)‐2H‐

tetrazolium, inner salt, and an electron coupling reagent, phenazine methosulfate (PMS). Cell Titer 

96® Aqueous One Solution Reagent (Promega, Madison, WI, USA) (10 μL) was added to each well 

and then incubated for 1 h at 37 C. The absorbance was recorded on a plate reader at 490 nm. The 

number of living cells was determined by measuring their ability to reduce the tetrazolium salt to the 

coloured formazan product at 490 nm. Staurosporine (Sigma) was used as standard reference for the 

antiproliferative and cytotoxity assays. Assays were performed in triplicate.   

3.9. Trypanosome Inhibition Assay 



Molecules 2020, 25, 256  12  of  16 

 

The trypanosome inhibition assay was performed using the Alamar Blue assay as described by 

Raz [68] and Pimentel‐Elardo [52], with minor modifications. Bloodstream form Trypanosoma brucei 

brucei cells (Isolate STIB247, [76]) were cultured in Hirumi’s Modified Iscove’s (HMI‐9) medium with 

the modifications that foetal bovine serum (FBS) was increased to 15% (v/v) and serum PlusTM was 

omitted [77].   

A defined number of parasites, 1 × 105  trypanosomes mL−1  (5 μL), were seeded  in each well 

(Corning™  clear  polystyrene  96‐well  sterile microplate)  containing HMI‐9 medium  and  the  test 

compound (previously dissolved in 2% sterile DMSO) (100 μL). Alamar blue (resazurin sodium salt, 

0.05 mg/mL, Sigma) was added to the wells. Assays were performed in triplicate and incubated for 

20−23 hrs at 37 C in an atmosphere of 5.0% CO2. Staurosporine (Sigma) was used as the reference 

antibiotic. The positive control consisted of the trypanosomes in culture medium with 2% DMSO, 

while the negative control was comprised of the medium without the trypanosomes. The absorbance 

was measured on a SpectraMax ABS Plus microplate reader (Molecular Devices, Wokingham, UK) 

at a wavelength of 570 nm and reference wavelength of 600 nm. 

4. Conclusions   

The  co‐culture  of  Streptomyces  sp. MA37  and  Pseudomonas  sp.  allowed  the  production  of  a 

pyrroloindolocarbazole  alkaloid,  BE‐13793C  1.  Compound  1  was  not  observed  in  the  bacterial 

monocultures; thus, it is co‐culture specific. It is likely that the interactions between the two bacterial 

species induced the silent indolocarbazole gene cluster in Streptomyces sp. MA37 to produce 1. BE‐

13793C 1 showed strong antiproliferative activity against HT29 (ATCC HTB‐38) cells at IC50 3.16 μM 

but no toxic effect on normal lung (ATCC CCL‐171) cells. This is the first report for the activity of 1 

against HT‐29. Compound 1 was tested for its antimicrobial and anti‐trypanosomal activities, but it 

did not show any significant activity at 0−140 μM. A putative biosynthetic pathway of BE‐13793C 1 

was proposed. The current research also provides more evidence of the ability of co‐culturing to alter 

the  chemical diversity derived  from  any given microbial  strain,  as  indicated  in  the  current very 

popular “one strain many compounds” (OSMAC) philosophy.   

Supplementary Materials: The Supplementary Materials are available online. 

Author Contributions:  F.M., Q.F.,  J.M.S.,  and R.E,  formal  analysis  and  investigation. H.D., K.K.,  and F.M., 

funding acquisition  and methodology. F.M.  and H.D., writing of original draft. K.K. and H.D.,  review  and 

editing of original draft. H.D., supervision and project administration.   

Funding: FM thanks the University of the Philippines Faculty, Reps, and Staff Development Program (FRAS 

DP) for the PhD grant fellowship. HD and KK are grateful for the financial support of the Leverhulme Trust‐

Royal Society Africa award (AA090088) and the jointly funded UK Medical Research Council–UK Department 

for  International  Development  (MRC/DFID)  Concordat  Agreement  African  Research  Leaders  Award 

(MR/S00520X/1). RE is grateful to British Council/Newton Fund for financial support through the Institutional 

Links scheme (Project No. 261781172). QF is grateful to the University of Aberdeen Elphinstone Scholarship and 

the Scottish Funding Council/ScotCHEM for financial support through PEER/PERCE Funding. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.     

References 

1. Sivalingam, P.; Hong, K.; Pote, J.; Prabakar, K. Extreme environment Streptomyces: Potential sources for 

new antibacterial and anticancer drug leads? Int. J. Microbiol. 2019, 2019, 5283948. 

2. de Lima Procópio, R.E.; da Silva, I.R.; Martins, M.K.; de Azevedo, J.L.; de Araújo, J.M. Antibiotics produced 

by Streptomyces. Brazil. J. Infect. Dis. 2012, 16, 466–471. 

3. Manteca, Á.; Yagüe, P. Streptomyces as a Source of Antimicrobials: Novel Approaches to Activate Cryptic 

Secondary Metabolite Pathways. Intech Open 2019, 1–27, doi:10.5772/intechopen.81812. 

4. Zhai, Y.; Cheng, B.; Hu,  J.; Kyeremeh, K.; Wang, X.;  Jaspars, M.; Deng, H.; Deng, Z.‐X.; Hong, K. Draft 

Genome Sequence of Streptomyces sp. Strain CT34, Isolated from a Ghanaian Soil Sample. Genome Announc. 

2015, 3, e01508‐14. 



Molecules 2020, 25, 256  13  of  16 

 

5. Bentley, S.D.; Chater, K.F.; Cerdeño‐Tárraga, A.M.; Challis, G.L.; Thomson, N.R.; James, K.D.; Harris, D.E.; 

Quail,  M.A.;  Kieser,  H.;  Harper,  D.;  et  al.  Complete  genome  sequence  of  the  model  actinomycete 

Streptomyces coelicolor A3(2). Nature 2002, 417, 141–147. 

6. Harrison, J.; Studholme, D.J. Recently published Streptomyces genome sequences. Microb. Biotechnol. 2014, 

7, 373–380. 

7. Bertrand,  S.; Bohni, N.;  Schnee,  S.;  Schumpp, O.; Gindro, K.; Wolfender,  J.L. Metabolite  induction via 

microorganism co‐culture: A potential way to enhance chemical diversity for drug discovery. Biotechnol. 

Adv. 2014, 32, 1180–1204. 

8. Choi,  S.S.; Kim, H.J.; Lee, H.S.; Kim,  P.; Kim, E.S. Genome mining  of  rare  actinomycetes  and  cryptic 

pathway awakening. Process Biochem. 2015, 50, 1184–1193. 

9. Deng, H.; Ma, L.; Bandaranayaka, N.; Qin, Z.; Mann, G.; Kyeremeh, K.; Yu, Y.; Shepherd, T.; Naismith, J.H.; 

O’Hagan,  D.  Identification  of  Fluorinases  from  Streptomyces  sp  MA37,  Norcardia  brasiliensis  ,  and 

Actinoplanes sp N902‐109 by Genome Mining. ChemBioChem 2014, 15, 364–368. 

10. Marmann, A.; Aly, A.H.; Lin, W.; Wang, B.; Proksch, P. Co‐cultivation—A powerful emerging  tool  for 

enhancing the chemical diversity of microorganisms. Mar. Drugs 2014, 12, 1043–1065. 

11. Vartoukian,  S.R.;  Palmer,  R.M.; Wade, W.G.  Strategies  for  culture  of  “unculturable”  bacteria.  FEMS 

Microbiol. Lett. 2010, 309, 1–7. 

12. Onaka, H.; Mori, Y.;  Igarashi, Y.; Furumai, T. Mycolic acid‐containing bacteria  induce natural‐product 

biosynthesis in Streptomyces species. Appl. Environ. Microbiol. 2011, 77, 400–406. 

13. Abdelmohsen, U.R.; Grkovic, T.; Balasubramanian, S.; Kamel, M.S.; Quinn, R.J.; Hentschel, U. Elicitation of 

secondary metabolism in actinomycetes. Biotechnol. Adv. 2015, 33, 798–811. 

14. van der Meij, A.; Worsley, S.F.; Hutchings, M.I.; van Wezel, G.P. Chemical ecology of antibiotic production 

by actinomycetes. FEMS Microbiol. Rev. 2017, 41, 392–416. 

15. Stewart, E.J. Growing unculturable bacteria. J. Bacteriol. 2012, 194, 4151–4160. 

16. Boon,  E.; Meehan,  C.J.; Whidden,  C.; Wong,  D.H.J.;  Langille, M.G.I.;  Beiko,  R.G.  Interactions  in  the 

microbiome: Communities of organisms and communities of genes. FEMS Microbiol. Rev. 2014, 38, 90–118. 

17. Wald, P.; Pitkänen, S.; Boddy, L. Interspecific interactions between the rare tooth fungi Creolophus cirrhatus, 

Hericium erinaceus and H. coralloides and other wood decay species in agar and wood. Mycol. Res. 2004, 108, 

1447–1457. 

18. Wakefield, J.; Hassan, H.M.; Jaspars, M.; Ebel, R.; Rateb, M.E. Dual induction of new microbial secondary 

metabolites by fungal bacterial co‐cultivation. Front. Microbiol. 2017, 8, 1–10. 

19. König, C.C.; Scherlach, K.; Schroeckh, V.; Horn, F.; Nietzsche, S.; Brakhage, A.A.; Hertweck, C. Bacterium 

Induces Cryptic Meroterpenoid Pathway  in  the Pathogenic Fungus Aspergillus  fumigatus. ChemBioChem 

2013, 14, 938–942. 

20. Nützmann, H.W.; Reyes‐Dominguez, Y.; Scherlach, K.; Schroeckh, V.; Horn, F.; Gacek, A.; Schümann, J.; 

Hertweck,  C.;  Strauss,  J.;  Brakhage,  A.A.  Bacteria‐induced  natural  product  formation  in  the  fungus 

Aspergillus nidulans requires Saga/Ada‐mediated histone acetylation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2011, 108, 

14282–14287. 

21. Huang,  S.;  Tabudravu,  J.; Elsayed,  S.S.;  Travert,  J.;  Peace, D.; Tong, M.H.; Kyeremeh, K.; Kelly,  S.M.; 

Trembleau, L.; Ebel, R.; et al. Discovery of a single monooxygenase that catalyzes carbamate formation and 

ring contraction in the biosynthesis of the legonmycins. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 12697–12701. 

22. Liu, Y.; Su, L.; Fang, Q.; Tabudravu, J.; Yang, X.; Rickaby, K.; Trembleau, L.; Kyeremeh, K.; Deng, Z.; Deng, 

H.; et al. Enzymatic reconstitution and biosynthetic investigation of the bacterial carbazole neocarazostatin 

A. J. Org. Chem. 2019, 84, 16323–16328. 

23. Su, L.; Lv, M.; Kyeremeh, K.; Deng, Z.; Deng, H.; Yu, Y. A ThDP‐dependent  enzymatic  carboligation 

reaction  involved  in Neocarazostatin A tricyclic carbazole formation. Org. Biomol. Chem. 2016, 14, 8679–

8684. 

24. Su, L.; Zhang, R.; Kyeremeh, K.; Deng, Z.; Deng, H.; Yu, Y. Dissection of the neocarazostatin: A C 4 alkyl 

side chain biosynthesis by in vitro reconstitution. Org. Biomol. Chem. 2017, 15, 3843–3848. 

25. Huang, S.; Elsayed, S.S.; Lv, M.; Tabudravu, J.; Rateb, M.E.; Gyampoh, R.; Kyeremeh, K.; Ebel, R.; Jaspars, 

M.; Deng, Z.; et al. Biosynthesis of Neocarazostatin A Reveals the Sequential Carbazole Prenylation and 

Hydroxylation in the Tailoring Steps. Chem. Biol. 2015, 22, 1633–1642. 

26. Maglangit,  F.;  Fang, Q.; Leman, V.;  Soldatou,  S.; Ebel, R.; Deng, H. Accramycin A  ,  a New Aromatic 

Polyketide, from the Soil Bacterium, Streptomyces sp. MA37. Molecules 2019, 24, 3384. 



Molecules 2020, 25, 256  14  of  16 

 

27. Maglangit, F.; Tong, M.H.; Jaspars, M.; Kyeremeh, K.; Deng, H. Legonoxamines A‐B, two new hydroxamate 

siderophores from the soil bacterium, Streptomyces sp. MA37. Tetrahedron Lett. 2019, 60, 75–79. 

28. Ma, L.; Bartholome, A.; Tong, M.H.; Qin, Z.; Yu, Y.; Shepherd, T.; Kyeremeh, K.; Deng, H.; O’Hagan, D.; 

Su,  L.;  et  al.  Identification  of  a  fluorometabolite  from  Streptomyces  sp. MA37:  (2R3S4S)‐5‐fluoro‐2,3,4‐

trihydroxypentanoic acid. Chem. Sci. 2017, 14, 8679–8684. 

29. Piotrowski, J.S.; Rajski, S.R.; Adibhatla, S.N.; Myers, C.L.; Currie, C.R.; Zhang, F.; Li, L.; Adnani, N.; Bugni, 

T.S.; McDonald, B.R.; et al. Coculture of Marine  Invertebrate‐Associated Bacteria and  Interdisciplinary 

Technologies Enable Biosynthesis and Discovery of a New Antibiotic, Keyicin. ACS Chem. Biol. 2017, 12, 

3093–3102. 

30. Milshteyn, A.; Schneider, J.S.; Brady, S.F. Mining the metabiome: Identifying novel natural products from 

microbial communities. Chem. Biol. 2014, 21, 1211–1223. 

31. Kojiri, K.; Kondo, H.; Yoshinari, T.; Arakawa, H.; Nakajima, S.; Satoh, F.; Kawamura, K.; Okura, A.; Suda, 

H.; Okanishi, M. A  new  antitumor  substance,  BE‐13793C,  produced  by  a  Streptomycete:  Taxonomy, 

fermentation, isolation, structure determination and biological activity. J. Antibiot. 1991, 44, 723–728. 

32. Sánchez, C.; Butovich, I.A.; Braña, A.F.; Rohr, J.; Méndez, C.; Salas, J.A. The Biosynthetic Gene Cluster for 

the Antitumor Rebeccamycin. Chem. Biol. 2002, 9, 519–531. 

33. Meragelman, K.M.; McKee, T.C.; Boyd, M.R. Siamenol, a new carbazole alkaloid from Murraya siamensis. J. 

Nat. Prod. 2000, 63, 427–428. 

34. Horton,  P.A.;  Longley,  R.E.;  McConnell,  O.J.;  Ballas,  L.M.  Staurosporine  aglycone  (K252‐c)  and 

arcyriaflavin A from the marine ascidian, Eudistoma sp. Experientia 1994, 50, 843–845. 

35. Tanaka,  S.; Ohkubo, M.; Kojiri, K.;  Suda, H.; Yamada, A.; Uemura, D. A  new  indolopyrrolocarbazole 

antitumor substance, ED‐110, a derivative of BE‐13793C. J. Antibiot. 1992, 45, 1797–1798. 

36. Hoshino, S.; Zhang, L.; Awakawa, T.; Wakimoto, T.; Onaka, H.; Abe, I. Arcyriaflavin E, a new cytotoxic 

indolocarbazole  alkaloid  isolated  by  combined‐culture  of  mycolic  acid‐containing  bacteria  and 

Streptomyces cinnamoneus NBRC 13823. J. Antibiot. 2015, 68, 342–344. 

37. Weber, T.; Blin, K.; Duddela, S.; Krug, D.; Kim, H.U.; Bruccoleri, R.; Lee, S.Y.; Fischbach, M.A.; Müller, R.; 

Wohlleben, W.; et al. AntiSMASH 3.0‐A comprehensive resource for the genome mining of biosynthetic 

gene clusters. Nucleic Acids Res. 2015, 43, W237–W243. 

38. Onaka, H.; Taniguchi, S.I.; Igarashi, Y.; Furumai, T. Characterization of the Biosynthetic Gene Cluster of 

Rebeccamycin from Lechevalieria aerocolonigenes ATCC 39243. Biosci. Biotechnol. Biochem. 2003, 67, 127–138. 

39. Nakano, H.; Omura, S. Chemical biology of natural indolocarbazole products: 30 Years since the discovery 

of staurosporine. J. Antibiot. 2009, 62, 17–26. 

40. Sánchez, C.; Zhu, L.; Braña, A.F.; Salas, A.P.; Rohr, J.; Méndez, C.; Salas, J.A. Combinatorial biosynthesis of 

antitumor indolocarbazole compounds. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005, 102, 461–466. 

41. Li, T.; Du, Y.; Cui, Q.; Zhang,  J.; Zhu, W.; Hong, K.; Li, W. Cloning, characterization and heterologous 

expression of  the  indolocarbazole biosynthetic gene cluster  from marine‐derived Streptomyces  sanyensis 

FMA. Mar. Drugs 2013, 11, 466–488. 

42. Onaka, H.; Taniguchi, S.I.; Igarashi, Y.; Furumai, T. Cloning of the staurosporine biosynthetic gene cluster 

from Streptomyces sp. TP‐A0274 and its heterologous expression in Streptomyces lividans. J. Antibiot. 2002, 

55, 1063–1071. 

43. Chiu, H.T.; Chen, Y.L.; Chen, C.Y.; Jin, C.; Lee, M.N.; Lin, Y.C. Molecular cloning, sequence analysis and 

functional characterization of the gene cluster for biosynthesis of K‐252a and its analogs. Mol. Biosyst. 2009, 

5, 1180–1191. 

44. Gao,  Q.;  Zhang,  C.;  Blanchard,  S.;  Thorson,  J.S.  Deciphering  Indolocarbazole  and  Enediyne 

Aminodideoxypentose  Biosynthesis  through  Comparative  Genomics:  Insights  from  the  AT2433 

Biosynthetic Locus. Chem. Biol. 2006, 13, 733–743. 

45. Asamizu, S.; Kato, Y.; Igarashi, Y.; Furumai, T.; Onaka, H. Direct formation of chromopyrrolic acid from 

indole‐3‐pyruvic acid by StaD, a novel hemoprotein in indolocarbazole biosynthesis. Tetrahedron Lett. 2006, 

47, 473–475. 

46. Ma, L.; Zhang, W.; Zhu, Y.; Zhang, G.; Zhang, H.; Zhang, Q.; Zhang, L.; Yuan, C.; Zhang, C. Identification 

and characterization of a biosynthetic gene cluster for tryptophan dimers in deep sea‐derived Streptomyces 

sp. SCSIO 03032. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2017, 101, 6123–6136. 

47. Pearce, C.J.; Doyle, T.W.; Forenza, S.; Lam, K.S.; Schroeder, D.R. The biosynthetic origins of rebeccamycin. 

J. Nat. Prod. 1988, 51, 937–940. 



Molecules 2020, 25, 256  15  of  16 

 

48. Lam, K.S.; Schroeder, D.R.; Veitch, J.M.; Colson, K.L.; Matson, J.A.; Rose, W.C.; Doyle, T.W.; Forenza, S. 

Production,  isolation  and  structure  determination  of  novel  fluoroindolocarbazoles  from  Saccharothrix 

aerocolonigenes ATCC 39243. J. Antibiot. 2001, 54, 1–9. 

49. Howard‐Jones,  A.R.;  Walsh,  C.T.  Enzymatic  generation  of  the  chromopyrrolic  acid  scaffold  of 

rebeccamycin by the tandem action of RebO and RebD. Biochemistry 2005, 44, 15652–15663. 

50. Ōmura, S.; Asami, Y.; Crump, A. Staurosporine: New lease of life for parent compound of today’s novel 

and highly successful anti‐cancer drugs. J. Antibiot. 2018, 71, 688–701. 

51. Cai,  Y.;  Fredenhagen,  A.;  Hugf,  P.;  Peter,  H.H.  The  Staurosporine  Producing  Strain  Streptomyces 

longisporoflavus Produces Metabolites Related to K252a. J. Antibiot. 1996, 49, 1060–1062. 

52. Pimentel‐Elardo,  S.M.; Kozytska,  S.;  Bugni,  T.S.;  Ireland,  C.M.; Moll, H.; Hentschel, U. Anti‐parasitic 

compounds from Streptomyces sp. strains isolated from Mediterranean sponges. Mar. Drugs 2010, 8, 373–

380. 

53. ŌMura,  S.;  Sasaki,  Y.;  Iwai,  Y.;  Takeshima,  H.  Staurosporine,  a  Potentially  Important  Gift  from  a 

Microorganism. J. Antibiot. 1995, 48, 535–548. 

54. Nakatani, S.; Naoe, A.; Yamamoto, Y.; Yamauchi, T.; Yamaguchi, N.; Ishibashi, M. Isolation of bisindole 

alkaloids that inhibit the cell cycle from Myxomycetes Arcyria ferruginea and Tubifera casparyi. Bioorg. Med. 

Chem. Lett. 2003, 13, 2879–2881. 

55. Animati, F.; Berettoni, M.; Bigioni, M.; Binaschi, M.; Cipollone, A.; Irrissuto, C.; Nardelli, F.; Olivieri, L. 

Synthesis and biological evaluation of rebeccamycin analogues modified at the imide moiety. Bioorg. Med. 

Chem. Lett. 2012, 22, 5013–5017. 

56. Zhang,  F.F.; Gan, L.L.; Zhou, C.H.  Synthesis,  antibacterial  and  antifungal  activities  of  some  carbazole 

derivatives. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1881–1884. 

57. Sellamuthu, S.; Gutti, G.; Kumar, D.; Kumar Singh, S. Carbazole: A Potent Scaffold  for Antitubercular 

Drugs. Mini. Rev. Org. Chem. 2018, 15, 498–507. 

58. Schwandt, A.; Mekhail, T.; Halmos, B.; O’Brien, T.; Ma, P.C.; Fu, P.; Ivy, P.; Dowlati, A. Phase‐II trial of 

rebeccamycin  analog,  a dual  topoisomerase‐I  and  ‐II  inhibitor,  in  relapsed  “sensitive”  small  cell  lung 

cancer. J. Thorac. Oncol. 2012, 7, 751–754. 

59. Goel, S.; Wadler, S.; Hoffman, A.; Volterra, F.; Baker, C.; Nazario, E.; Ivy, P.; Silverman, A.; Mani, S. A phase 

II study of rebeccamycin analog NSC 655649 in patients with metastatic colorectal cancer. Invest. New Drugs 

2003, 21, 103–107. 

60. Surineni, G.; Yogeeswari, P.; Sriram, D.; Kantevari, S. Rational design, synthesis and evaluation of novel‐

substituted 1,2,3‐triazolylmethyl carbazoles as potent inhibitors of Mycobacterium tuberculosis. Med. Chem. 

Res. 2015, 24, 1298–1309. 

61. Thomas, S.M.; Purmal, A.; Pollastri, M.; Mensa‐Wilmot, K. Discovery of a Carbazole‐Derived Lead Drug 

for Human African Trypanosomiasis. Sci. Rep. 2016, 6, 1–14. 

62. Mizuno, K.; Noda, K.; Ueda, Y.; Hanaki, H.; Saido, T.C.; Ikuta, T.; Kuroki, T.; Tamaoki, T.; Hirai, S. ichi; 

Osada, S. ichi; et al. UCN‐01, an anti‐tumor drug, is a selective inhibitor of the conventional PKC subfamily. 

FEBS Lett. 1995, 359, 259–261. 

63. Robey, R.W.; Obrzut, T.; Shukla, S.; Polgar, O.; Macalou, S.; Bahr, J.C.; Pietro, A. Di; Ambudkar, S.V.; Bates, 

S.E. Becatecarin (rebeccamycin analog, NSC 655649) is a transport substrate and induces expression of the 

ATP‐binding cassette transporter, ABCG2, in lung carcinoma cells. Cancer Chemother. Pharmacol. 2009, 64, 

575–583. 

64. Borthakur, G.; Alvarado, Y.; Ravandi‐Kashani, F.; Cortes, J.; Estrov, Z.; Faderl, S.; Ivy, P.; Bueso‐Ramos, C.; 

Bekele,  B.N.;  Giles,  F.  Phase  1  study  of  XL119,  a  rebeccamycin  analog,  in  patients  with  refractory 

hematologic malignancies. Cancer 2008, 113, 360–366. 

65. Börger, C.; Brütting, C.; Julich‐Gruner, K.K.; Hesse, R.; Kumar, V.P.; Kutz, S.K.; Rönnefahrt, M.; Thomas, 

C.; Wan,  B.;  Franzblau,  S.G.;  et  al.  Anti‐tuberculosis  activity  and  structure–activity  relationships  of 

oxygenated tricyclic carbazole alkaloids and synthetic derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2017, 25, 6167–6174. 

66. Gescher, A. Analogs of staurosporine: Potential anticancer drugs? Gen. Pharmacol. 1998, 31, 721–728. 

67. Sternberg,  J.M. Human African  trypanosomiasis: Clinical  presentation  and  immune  response.  Parasite 

Immunol. 2004, 26, 469–476. 

68. Räz, B.; Iten, M.; Grether‐Bühler, Y.; Kaminsky, R.; Brun, R. The Alamar Blue® assay to determine drug 

sensitivity of African trypanosomes (T.b. rhodesiense and T.b. gambiense) in vitro. Acta Trop. 1997, 68, 139–

147. 



Molecules 2020, 25, 256  16  of  16 

 

69. Barth, T.; Bruges, G.; Meiwes, A.; Mogk, S.; Mudogo, C.N.; Duszenko, M. Staurosporine‐Induced Cell Death 

in Trypanosoma brucei and the Role of Endonuclease G during Apoptosis. Open J. Apoptosis 2014, 03, 16–31. 

70. Naula, C.; Parsons, M.; Mottram, J.C. Protein kinases as drug  targets  in trypanosomes and Leishmania. 

Biochim. Biophys. Acta 2005, 1754, 151–159. 

71. Salas, A.P.; Zhu, L.; Sánchez, C.; Braña, A.F.; Rohr, J.; Méndez, C.; S, J.A. Deciphering the late steps in the 

biosynthesis of the anti‐tumour indolocarbazole stauroporine: Sugar donor substrate flexibility of the StaG 

glycosyltransferase. Mol. Microbiol. 2005, 58, 17–27. 

72. Sancelme, M.;  Fabre,  S.;  Prudhomme, M. Antimicrobial Activities  of  Indolocarbazoles  and  Bis‐Indole 

Protein Kinase C Inhibitors. J. Antibiot. 1994, 4, 792–798. 

73. Doerig,  C.  Protein  kinases  as  targets  for  anti‐parasitic  chemotherapy.  Biochim.  Biophys.  Acta  Proteins 

Proteomics 2004, 1697, 155–168. 

74. Paul,  C.; Mausz, M.A.;  Pohnert,  G.  A  co‐culturing/metabolomics  approach  to  investigate  chemically 

mediated  interactions  of  planktonic  organisms  reveals  influence  of  bacteria  on  diatom  metabolism. 

Metabolomics 2013, 9, 349–359. 

75. Janda, J.M.; Abbott, S.L. 16S rRNA gene sequencing for bacterial identification in the diagnostic laboratory: 

Pluses, perils, and pitfalls. J. Clin. Microbiol. 2007, 45, 2761–2764. 

76. Jenni, L.; Marti, S.; Schweizer, J.; Betschart, B.; Le Page, R.W.F.; Wells, J.M.; Tait, A.; Paindavoine, P.; Pays, 

E.; Steinert, M. Hybrid formation between African trypanosomes during cyclical transmission. Nature 1986, 

322, 173–175. 

77. Hirumi, H.; Hirumi, K. Continuous cultivation of Trypanosoma brucei blood stream forms in a medium 

containing a low concentration of serum protein without feeder cell layers. J. Parasitol. 1989, 75, 985–989. 

Sample Availability: Not available. 

 

© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 

article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

 


