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N O T E  D I  S O C I

Chimica. — Prodotti di fotocicloaddizione a basi pirimidiniche
o

isolati da DNA idrolizzato dopo irradiazione a 3.655 A in presenza 
di psoralenen . Nota di L uigi M usajo, G iovanni Rodighiero, 
F rancesco D all’A cqua, F ranco B ordin, S ebastiano Marciani e 
R ita B evilacqua p re s e n ta ta ^  dal Corrisp. L. M usajo.

Summary. -— In  continuing the previous research on the photoreactions between DNA 
and skimphotosensitizing furocoumarins, the Authors have irradiated at 3,655 A an aqueous 
solution of DNA added with psoralen. The DNA, precipitated and washed with ethyl alcohol, 
has been hydrolyzed by  heating w ith 70 % perchloric acid. Among the products of hydro­
lysis the following substances have been isolated through preparative paper chrom atography 
and identified.

1) A photoadduct psoralen-thym ine, with violet fluorescence when observed at 3,655 A, 
already obtained by  the A uthors through irradiation of an aqueous frozen solution of thym ine 
and psoralen.

2) A photoadduct psoralen-cytosine, also w ith violet fluorescence and already ob­
tained through irradiation  of cytosine and psoralen.

3) A photoadduct psoralen-uracil, not present in the macromolecule bu t which takes 
place by  a deam ination of the photoadduct psoralen-cytosine.

All these compounds derive from a C4-cyclo-addition, in which the positions 4 ', 5' of 
psoralen and the positions 5, 6 of pyrim idine bases are involved.

(**) Ricerche condotte nell’Istituto di Chimica farm aceutica dell’U niversità di Padova. 
Centro Nazionale di Chimica del Farm aco e dei Prodotti Biologicamente attivi del Consiglio 
N azionale delle Ricerche, Sezione di Padova.

(**) Nella seduta dell’8 aprile 1967.
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H ydrolysis of DNA, irradiated in the presence of psoralen, has been performed also 
in more mild conditions, th a t is by heating with 0 .4  N hydrochloric acid. In  this condi­
tion, in addition to the preceding substances, a fourth compound was identified, tha t is a photo­
adduct psoralen-thym ine, w ithout fluorescence at 3,655 A, deriving also from a C4-cyclo- 
addition of the substances, bu t in which the positions 3, 4 of psoralen and the positions 5, 6 
of thym ine are involved. Also this compound has been previously obtained by irradiation of 
psoralen and thym ine.

T he results obtained clearly show tha t the stable com bination of psoralen to DNA which 
occurs through the irradiation a t 3,655 A, takes place at the pyrim idine bases level with the 
form ation of C4~cyclo-additions, in which the 5, 6-double bond of thym ine and cytosine and 
the double bonds 4 ', 5' or 3, 4 of the furocoum arin are involved.

The fluorescent photoadduct psoralen-thym ine 1) forms in a g rater extent.

D a tem po ci occupiamo delle fotoreazioni che avvengono irradiando a
3.655 A  una soluzione di acido desossiribonucleico (DNA) nativo in p re­
senza di furocum arine fotosensibilizzatrici della cute [1, 2, 3, 4]. Queste 
fotoreazioni infatti appaiono poter rendere ragione degli effetti biologici che 
le furocum arine stesse esercitano per irradiazione a 3.655 A su diversi sub­
strati, come la cute dell’uomo e delle cavie [1, 5, 6], le culture di batteri [7, 8, 9] 
o di cellule anim ali [io ], i virus a DNA [11], gli spermi dei ricci di m are [12], 
le cellule del tum ore ascitico di Ehrlich [13].

In  conseguenza dell’irradiazione, le furocum arine risultano chim icam ente 
legate alla macrom olecola [3], senza che si abbiano ro tture o profonde modifi­
cazioni della macrom olecola stessa [14].

In  uno screening condotto irradiando i semplici componenti del DNA, 
e cioè le basi, i nucleosidi ed i nucleotidi con furocum arine fotosensibilizzatrici 
è stato stabilito che solo i derivati pirim idinici fotoreagiscono e non i purinici 
[2, 15]. I nuovi composti che si formano in queste fotoreazioni sono di due tipi:

a) fotoaddotti derivanti da una C4-ciclo-addizione, che interessa il 
doppio legame 4' , 5' della furocum arina ed il doppio legame 5, 6 del derivato 
pinm idim co; queste sostanze sono fluorescenti in luce u.v. di 3.655 A [16] 
(formule I o II del fotoaddotto psoralene-tim ina).
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b) Fotoaddotti derivanti pure da una Cr-ciclo-addizione, che però 
interessa il doppio legame 3, 4 della furocum arina ed il doppio legame 5, 6 
della pirim idina; queste sostanze non sono fluorescenti in luce u.v. di 3.655 A, 
m a lo diventano in seguito ad irradiazione a 2.537 Â, perché si decompongono
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ridando la base pirim idinica e la furocum arina fluorescente [17] (formule 
II I  o IV  del fotoaddotto psoralene-tim ina).
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O ra abbiam o voluto accertare se nella fotoreazione con DNA i punti 
di attacco delle furocum arine sono effettivam ente costituiti dalle basi pirim i- 
diniche, come sem brano indicare i risultati dello screening sopra accennato. 
Perciò dopo aver irradiato a 3.655 Â una soluzione acquosa di DNA add i­
zionata di psoralene, abbiam o precipitato dalla soluzione il DNA, lo abbiam o 
idrolizzato e quindi cercato se tra  i prodotti di idrolisi erano presenti i fotoad­
dotti tra  psoralene e basi pirim idiniche dei tipi sopra citati.

Materiale e metodi.

D N A . -  È  stato usato un campione di DNA estratto  da sperm a di sal­
mone, della D itta Calbiochem, Los Angeles, California (U.S.A.). L ’ipocro- 
m icità del cam pione era pari al 38 % ed il Tm , determ inato secondo M arm ur 
e D oty  [18], era 86°,4.

Psoralene. -  È stato estratto in questo Istitu to  dalle foglie del fico {ficus 
carica) p.f. 164°,5.

Irradiazione. — U n a  soluzione 0 ,15%  di DNA veniva p repara ta  m ettendo 
600 m g di DNÂ a contatto con 400 mi di soluzione acquosa 0,002 M di cloruro 
sodico, lasciando in riposo una notte a o° ed agitando quindi la soluzione 
per . 15 m inuti a tem peratu ra ambiente. A d essa veniva aggiunta una soluzione 
concentrata di psoralene in acetone (io  m g/ml) fino ad arrivare ad una con­
centrazione di 70 pg/m l di psoralene nella soluzione di DNA. L a soluzione 
veniva posta entro due cristallizzatori di vetro del diam etro di cm 20 ed irra ­
d iata  per tre  ore con due lam pade (una per cristallizzatore) Philips H P W  
125 poste alla distanza di 20 era (0 ,99-io 15 quanti/cm 2/sec.).

Dopo 1 irradiazione, alla soluzione veniva addizionato cloruro sodico 
finoj a concentrazione 1 M. Il DNA veniva quindi precipitato  aggiungendo 
2 volum i di alcool etilico assoluto, lavato con alcool 80 %, lasciato a contatto 
per u n ’ora con io  m i di alcool etilico assoluto e quindi seccato a lb an a  e poi 
in essiccatore sotto vuoto su gel di silice.
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R i s u l t a t i .

Idrolisi con acido perclorico. -  600 m g di DNA, precipitato dopo Tir- 
radiazione in presenza di psoralene, lavato e seccato come è stato sopra 
detto, sono stati addizionati entro un palloncino di 12 mi di acido perclorico 
70 % e scaldati su b.m. bollente per 1 ora. Il liquido denso, nerastro otte­
nuto è stato diluito con 25 mi di acqua e centrifugato (5 m inuti a 3.000 giri 
al m inuto); il supernatan te decantato (soluzione acquosa A) ed il residuo 
nero estratto  a freddo con alcool etilico assoluto per 2 volte (15 ml + 1 5  mi), 
centrifugando ogni volta e riunendo alla fine i due supernatanti (soluzione 
alcoolica B).

L a  soluzione acquosa A è stata neutralizzata con bicarbonato di potassio, 
addizionata di 2 volumi di alcool etilico e filtrata, elim inando il precipitato di 
perclorato di potassio formatosi, il liquido filtrato concentrato a piccolo volume 
a pressione rido tta  e sottoposto a separazione crom atografica su carta.

L a soluzione alcoolica B è stata  pure addizionata di bicarbonato di po­
tassio in leggero eccesso, filtrata trascurando il precipitato, concentrata a pic­
colo volume a pressione ridotta e sottoposta pure a separazione cromatografica. 
In  entram bi i casi le soluzioni deposte sotto form a di banda su fogli di carta 
spessa W athm an 3 M M , sviluppando col solvente alcool butilico—ac. acetico— 
acqua ( 4 : 1  : 5, vjv).

I risultati o ttenuti sono riportati nella Tabella I.
Le bande cromatografiche con uguale Ry ottenute con le due soluzioni 

A  e B sono state ritagliate ed eluite insieme.

T a b e l l a  I.
Bande con fluorescenza violetta (osservazione a 3.655 A) apparse sui croma­
togrammi su carta delle soluzioni ottenute dalV idrolisi del DNA irradiato in

presenza di psoralene.
Sviluppo con alcool butilico-ac. acetico-acqua ( 4 : 1 : 5 ,  vjv)

Soluzione R f 0 ,48 R f 0 ,62 R f 0,71

Soluz. acquosa A .......................................

Soluz. alcoolica B . . . . . . . . .  .

debolissima

evidente

debole

debole

intensa

intensa

Sostanza con R F 0,71. -  L ’eluato ottenuto con alcool metilico dalle bande 
con R f 0,71 ritagliate è stato concentrato a piccolo volume a pressione rido tta 
e ricrom atografato ancora su carta W athm an 3 MM usando per lo sviluppo 
alcool butilico-ac. acetico-acqua ( 4 : 1 : 5 ,  vjv). L ’osservazione dei cromato- 
gram m i a 3-655 Â  m ostrava la presenza di una sola banda con fluorescenza 
violetta e R F 0,71. È  presente anche della tim ina (banda scura con R f o ,6 i ,  
osservazione a 2.537 A).
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Le bande con fluorescenza violetta dei vari fogli cromatografici sono state 
ritagliate, eluite con alcool metilico e ricrom atografatè ancora su carta W ath- 
m ann 3 MM sviluppando con acqua. Nei nuovi crom atogram m i osservati a 
3-655 Â  si vedeva una unica banda con fluorescenza violetta m olto intensa 
ed R f 0,62. L a tim ina è ora assente.

Fig. i. -  Spettri u.v. del fotoaddotto fluorescente psoralene-tim ina (formula I o II) 
ottenuto per idrolisi del DNA irradiato in presenza di psoralene —  ■—  e per irrad ia­
zione a 3.655 A d i una soluzione acquosa ghiacciata di psoralene e tim in a ---------- .

Le bande dei nuovi fogli cromatografici ritagliate sono state eluite con 
alcool metilico; in questa soluzione, opportunam ente diluita è stato determ i­
nato lo spettro di assorbim ento ultravioletto e quello di fluorescenza: come 
risulta dalla figg. 1 e 2 essi sono risultati identici a quelli del fotoaddotto 
psoralene-tim ina (composto form ula I o II) isolato daH’irradiazione delle 
due Isostanze [16]. A nche il com portam ento cromatografico su carta della 
sostanza ora isolata e del fotoaddotto psoralene-tim ina, eseguito per con­
fronto con due diversi solventi di sviluppo (alcool butilico-ac, acetico-acqua 
4 : i : s, v\v , oppure acqua), è risultato identico.
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Fotodemolzzione della sostanza isolata. — Poiché è noto che i fotoaddotti 
psoralene—pirim idine, irradiati in soluzione acetica a 2.537 A  si decompongono 
ridando psoralene e pirim idine [16], la soluzione m etilalcoolica o ttenuta 
dall’eluizione delle bande con R f 0,71 è stata  evaporata a secco a pressione 
rido tta  ed il residuo ripreso con 3 mi di ac. acetico. Q uesta soluzione, posta 
in un  cristallizzatore di vetro di 4,5 cm di diam etro, è stata irrad ia ta  per 
100 m inuti con una lam pada Philips T U V -15 W  posta a 20 cm di distanza 
(emissione principale a 2.537 A). L a soluzione è stata  quindi evaporata a

mu
Fig. 2. -  Spettri di fluorescenza (X eccitante =  330 mp) del fotoaddotto psoralene-tim ina
(form ula I o II) ottenuto per idrolisi del DNA irradiato in presenza di p s o ra le n e ______e
per irradiazione a 3.655 A di una soluzione acquosa ghiacciata di psoralene e tim ina —_____.

pressione rido tta  ed il residuo è stato ripreso con alcool metilico e deposto su 
carta W athm ann 3 MM sotto forma di banda, sviluppando il crom atogram m a 
con acqua.

Esam inando il crom atogram m a a 3.655 Â, appariva molto evidente una 
banda con fluorescenza grig io-azzurra ed R F 0,35, facilmente identificabile 
per confronto cromatografico con psoralene. Ad un successivo esame a 2.537 Â 
appariva pure molto evidente ,una banda scura con R F 0,67 identificabile 
pure per confronto cromatografico con la tim ina,

L ’identificazione è conferm ata dal fatto che le due bande, ritagliate ed 
eluite separatam ente con alcool metilico, hanno dato spettri u.v. identici a 
quelli del psoralene e della tim ina rispettivam ente (vedi figg. 3 e 4).
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Sostanza con Rp 0,62. -  L a purificazione e l ’identificazione di questa 
sostanza è stata  condotta in m aniera analoga a quanto detto per la sostanza 
ad Rp 0,71. Le bande dei crom atogram m i sono state ritagliate, eluite e la 
sostanza ricrom atografata usando per lo sviluppo una miscela costituita da:

del fotoaddotto fluorescente psoralene-tim ina (formula I e II) — ■— '—  
e di un campione di psoralene autentico (da foglie di fico) -----------.

soluzione acquosa satu ra di solfato ammonico, soluzione 1 M di acetato so­
dico, isopropanolo (40 : 9 : 1, vjv). Questo solvente cromatografico perm ette 
una buona separazione della sostanza dalla tim ina e dalle altre basi p re ­
senti; nell’idrolizzato del DNA. L a sostanza, dopo u n ’ulteriore purificazione 
sem pre per crom atografia su carta, usando acqua per lo sviluppo, eluita 
con alcool metilico, ha dato uno spettro u.v. identico a quello del fotoaddotto 
psoralene-uracile, ottenuto per irradiazione a 3.655 A  di psoralene ed ura-
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eile [16]. Il com portam ento cromatografico delle due sostanze è risultato 
identico. A nche questa sostanza, irrad ia ta  in soluzione acetica a 2.537 A, 
come abbiam o detto più sopra, si è decomposta dando psoralene ed uracile, 
identificati in base al loro com portam ento cromatografico su carta ed ai loro 
spettri u ltravioletti, dopo separazione per crom atografia su carta.

Come direm o più avanti, questa sostanza proviene dalla deaminazione 
del fotoaddotto psoralene-citosina.

(2.537 A) del fotoaddotto fluorescente psoralene-tim ina (formula 
I o I I ) ----------- e di un campione di tim ina au ten tica  •---------- .

Sostanza con R f 0,48. -  Anche in tal caso si è cercato di isolare della 
sostanza ritagliando le bande cromatografiche ed eluendole con alcool etilico. 
Q uesta sostanza però si è dim ostrata di difficile isolamento, perché facil­
m ente alterabile: duran te le successive corse crom atografiche eseguite per pu ri­
ficarla, si è no tata  una sua graduale trasform azione nella sostanza con Rp 0,62 
(cioè nel fotoaddotto psoralene-uracile del tipo di cui alle formule I e II), 
trasform azione che poteva venire lim itata, m a non ev itata  del tu tto , operando
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sem pre a freddo, senza nessun riscaldam ento, anche nella preparazione dei 
crom atogram m i.

Il com portam ento cromatografico di questa sostanza e la sua facile alte­
rabilità  corrispondono a quelli del fotoaddotto che si form a irradiando a
3.655 A  psoralene e citosina; è stato dim ostrato infatti che questo fotoad­
dotto psoralene-citosina subisce molto facilmente una deaminazione, trasfor­
m andosi nel composto psoralene-uracile [16].

D alla Tabella I risu lta che questa sostanza nell’idrolisi sopra descritta, 
operando su 600 m g di DNA e senza osservare particolari cautele per quanto 
riguarda il riscaldam ento della soluzione acquosa A  e nelle operazioni succes­
sive alla sua neutralizzazione, in questa stessa soluzione acquosa A  è presente 
solo in piccola quantità. Si è trovato però che la sua quan tità  aum enta, 
tan to  da divenire nettam ente prevalente sul fotoaddotto psoralene-uracile se 
tu tte  le operazioni successive alla neutralizzazione della soluzione acquosa A, 
vengono condotte in m odo da evitare ogni aum ento di tem peratura sopra 
i 150. In  base a questi fatti riteniam o che la sostanza con fluorescenza vio­
letta ed Rp 0,48 sia chiaram ente identificabile con il fotoaddotto psoralene- 
citosina.

Idrolisi con acido cloridrico 0,4 N. -  Poiché è stato constatato che i foto­
addotti tra  psoralene e basi pirim idiniche del tipo b) (non fluorescenti) sono 
com pletam ente decomposti per riscaldam ento con acido perclorico 7 0 % , è 
sta ta  eseguita anche u n ’idrolisi in condizioni molto più blande, cioè m ediante 
riscaldam ento con acido cloridrico 0,4 N. È noto che in queste condizioni 
vengono facilmente staccate dalla m acromolecola le basi puriniche e quelle 
basi pirim idiniche che sono idrogenate nel doppio legame 5-6 [19].

60 m g di DNA, irradiato a 3.655 A  in presenza di psoralene e preci­
pitato  dalla soluzione nelle condizioni prim a descritte, sono stati riscaldati 
con 6 mi di acido cloridrico 0,4 N a ioo° entro fiala chiusa per u n ’ora. L a 
soluzione lim pida o ttenuta è stata  quindi evaporata sotto vuoto, ripresa con 
alcool metilico e questa soluzione, decantata dal residuo, è stata  esam inata 
con crom atografia su strato sottile di polvere di cellulosa (M N—300 G M ache- 
rey Nagel) sviluppando con acqua. L ’osservazione del crom atogram m a a
3.655 A  ha m ostrato una m acchia con Rp 0,65 e fluorescenza violetta, cor­
rispondente ai due fotoaddotti di tipo a) psoralene-tim ina e psoralene-uracile, 
che in queste condizioni hanno lo stesso Rp ù). L ’osservazione invece a 2.537 A 
ha m ostrato m acchie scure dovute alle basi puriniche (Rp 0,38) e pirim idi­
niche (0,72, debole). Dopo esposizione di alcuni m inuti a 2.537 A, il crom ato­

ci
gram m a, riosservato a 3.655 A  ha m ostrato una nuova m acchia con fluore­
scenza grig io-azzurra ed Rp 0,85: si tra tta  di psoralene il quale prim a non 
era rivelabile, m a lo diventa dopo irradiazione a 2.537 A. Ciò va interpretato

(1) Q uesta unica m acchia è stata risolta per crom atografia su carta  (solvente alcool b u ­
tilico, acido acetico, acqua: 4 : 1 : 5, v[v)\ si sono ottenute due macchie corrispondenti ai 
futoaddotti di cui sopra.
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nel senso che il psoralene si trova combinato in uno dei fotoaddotti non fluo­
rescenti del tipo b) recentem ente isolati, in piccolissima quantità, per irra­
diazione di psoralene e tim ina [17].

< . . °
Tali fotoaddotti vengono demoliti a 2.537 A e nella posizione che essi

occupano nel crom atogram m a compare il psoralene.
A pplicando questa tecnica, m ediante ripetute separazioni crom atografi­

che è stato possibile ottenere una soluzione sufficientemente pu ra  di questo 
fotoaddotto, tale da perm ettere un confronto cromatografico con l’analogo 
fotoaddotto isolato dall’irradiazione di psoralene e tim ina. Inoltre la soluzione, 
irrad ia ta  in soluzione di ac. acetico per 30 m inuti a 2.537 A (lam pada Philips 
T U V -15 W  a io  cm), e quindi crom atografata su carta W athm ann N. 1, 
sviluppando con alcool butilico-ac. acetico-acqua ( 4 : 1 :  5, v\v) ha dato macchie 
identificabili con psoralene e tim ina oltre a tracce di fotoaddotto rim asto 
inalterato.

C o n c l u s i o n i .

Come abbiam o riferito, l’idrolisi del DNA è stata  com piuta con due p ro ­
cedimenti. U no di questi, cioè il riscaldam ento a- ioo° con acido perclorico 
70 % , è molto energico e porta alla idrolisi com pleta della macromolecola, 
fino alle basi puriniche e pirim idiniche libere; esso è stato applicato ad esempio 
da Beukers, Ijl.stra e Berends per isolare il dim ero della tim ina dal DNA irra ­
diato a 2.537 A [20]. In  questa m aniera . abbiam o ottenuto fotoaddotti del 
tipo a).

L ’altro procedim ento, cioè il riscaldam ento a ioo° con acido cloridrico 
0,4 N è molto più blando; ad esso si è dovuto ricorrere perché i fotoad­
dotti di tipo b) vengono com pletam ente decomposti dall’acido perclorico, 
quindi non era possibile m etterli in evidenza compiendo l’idrolisi in quelle 
condizioni. L ’acido cloridrico 0,4 N non provoca la com pleta idrolisi del 
DNA, m a solo il distacco delle basi puriniche; le basi pirim idiniche invece 
norm alm ente non vengono liberate, a meno che non siamo state idrogenate 
nel doppio legame 5-6 [19]. Nelle basi pirim idiniche im pegnate in un fotoad­
dotto con le furocum arine tale doppio legame risulta saturo per la formazione 
dell’anello ciclobutanico, ed effettivam ente abbiam o constatato che esse ven­
gono staccate dalla macromolecola.

T ra  i prodotti dell’idrolisi con acido cloridrico 0,4 N abbiam o trovato 
perciò sia i fotoaddotti del tipo d) ed uno del tipo B). Nelle condizioni da noi 
usate, il distacco di questi fotoaddotti non è stato completo; una parte  di essi è 
rim asta ancora legata alla macromolecola. A bbiam o constatato però che un 
aum ento sia del tem po di riscaldam ento sia della concentrazione dell’acido 
cloridrico, portava ad una maggiore decomposizione del fotoaddotto non 
fluorescente psoralene-tim ina.

Le ricerche ora descritte hanno dunque permesso di identificare fra i 
prodotti di idrolisi del DNA irradiato in presenza di psoralene i composti che 
erano già stati o ttenuti per irradiazione delle singole basi pirim idiniche con
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lo stesso psoralene. L a  T abella II dà un quadro riassuntivo dei fotoaddotti 
ottenuti e delle posizioni di attacco della base pirim idinica alla furocu- 
m arina.

T a b e l l a  IL

Fotoaddotti ottenuti per idrolisi del DNA irradiato a 3.655 Â  in presenza di
psoralene.

N°
R f su carta* Fluorescenza

a Costituzione

Posizioni im pegnate 
nella formazione dell’anello 

ciclobutanico
alcool butilico-ac. ace- 
tico-acqua (4 : 1: 5, v/v) acqua 3-655 â Base

pirim idinica Psoralene

I 0,71 0 ,60 viola psoralene -f- 
tim ina

5-6 4 - 5'

2 0 ,48 o ,45 viola psoralene +  
citosina

5-6 4 - 5'

3 0,62 o ,59 viola psoralene -j- 
uracile

5-6 4'“ 5'

4 0 ,70 0 ,80 nessuna psoralene -f- 
tim ina

5-6 3-4

L ’isolam ento del composto fluorescente psoralene-uracile deriva, come 
è già stato detto, dalla deam inazione della parte citosinica del corrispondente 
fotoaddotto psoralene-citosina. L a sua quan tità  può essere molto rido tta 
operando con precauzione, e cioè evitando qualsiasi riscaldam ento.

A bbiam o attualm ente in corso altre esperienze con psoralene uniform e- 
m ente tritiato , che ci dovrebbero fornire dati quantitativ i e quindi un  quadro 
completo dei punti e dei modi di attacco della furocum arina al DNA. Fin 
d ’ora però possiamo dire che i fotocomposti di tipo a) e fra questi quello 
con la tim ina, si form ano in quan tità  prevalente rispetto a quello del tipo b).

R esta com unque accertato, in base ai risultati qui riportati, che anche nel 
DNA la fotoreazione, che avviene per irradiazione a 3.655 Â, porta  a C4- 
ciclo-addizioni della furocum arina (m ediante i doppi legami 4', 5' o 3-4) 
al doppio legame 5-6 della tim ina e della citosina, in m aniera analoga a quanto 
si riscontra irradiando le furocum arine assieme alle semplici basi pirim idi- 
niche [16, 17].
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