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RIASSUNTO 

L’effetto protettivo/filmante del prodotto testato valutato misurando la sua capacità di prevenire la 

formazione di citochine in tessuti di epidermide umana ricostruita (HRE). In particolare è stata valutata la 

sintesi di interleuchina-6 (IL-6). E’ stato eseguito un saggio preliminare per verificare che il prodotto di per 

sé non alteri la vitalità dei tessuti. I tessuti HRE sono stati trattati con il prodotto testato e quindi stimolati 

con lipopolisaccaride (LPS), uno dei componenti della membrana cellulare esterna dei batteri Gram-negativi 

in grado di stimolare la produzione di IL-6. Sul terreno di mantenimento dei tessuti si effettuato il dosaggio 

della IL-6 tramite specifico kit ELISA. Al termine dell’esperimento è stato eseguito un nuovo test di vitalità 

cellulare per verificare che i trattamenti eseguiti non abbiano influenzato la vitalità dei tessuti. 

Si è osservato che nei tessuti pretrattati con il prodotto testato la produzione di IL-6 è significativamente 

inferiore (29%) rispetto a quella nei tessuti stimolati ma non trattati. Si può concludere che il prodotto 

testato ha azione protettiva e filmante nei confronti di agenti aggressivi (puntura di medusa). 

 

 

 

 

ABSTRACT 

The protective/filming effect of the tested product was assessed by measuring its ability to prevent the 

formation of cytokines in reconstructed human epidermis (HRE) tissues. In particular, was evaluated the 

synthesis of interleukin-6 (IL-6). A preliminary test has been performed in order to verify that the product 

itself does not alter the viability of the tissues. HRE tissues were treated with the tested product and then 

stimulated with lipopolysaccharide (LPS), one of the components of the external cellular membrane of 

Gram-negative bacteria capable of stimulating IL-6 production. IL-6 was assayed on the tissue maintenance 

medium using a specific ELISA kit. At the end of the experiment a new cell viability test was performed in 

order to verify that the treatments performed did not influence the viability of the tissues. 

We observed that in the tissues pretreated with the tested product the production of IL-6 is significantly 

lower (29%) than in the stimulated but untreated tissues. We can conclude that the tested product has 

protective and filming action against aggressive agents (jellyfish sting). 
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INTRODUZIONE 

La pelle è l’organo più esteso del corpo umano, con una struttura unica che la rendono una barriera contro 

le infezioni ed altri eventuali rischi/pericoli ambientali. Sebbene l’infiammazione sia considerata una 

manifestazione di una condizione alterata della pelle, possono tuttavia essere presenti bassi livelli di 

infiammazione, o ciò che viene considerato l’inizio di un processo infiammatorio, anche in assenza di 

evidenze cliniche. L’irritazione cutanea rappresenta una reazione non immunologica di tipo infiammatorio, 

locale e reversibile, caratterizzata da eritema ed edema. 

Diverse sostanze irritanti possono dare inizio ai processi infiammatori. Il principale meccanismo utilizzato 

dalle cellule epidermiche per partecipare alle reazioni infiammatorie della pelle è la produzione e la risposta 

alle citochine. Nell’epidermide i cheratinociti sono la principale fonte di citochine insieme alle cellule di 

Langerhans, ai mastociti cutanei, alle cellule dendritiche e ai macrofagi. Mentre i cheratinociti a riposo 

producono alcune citochine costitutivamente, numerosi stimoli ambientali, tra cui radiazioni ultraviolette e 

agenti chimici, possono stimolarli a rilasciare citochine infiammatorie (IL-1, TNF-), citochine chemotattiche 

(come la IL-8) e citochine che promuovono la proliferazione cellulare (come la IL-6 e la IL-7).  

La interleuchina-6 (IL-6) è una citochina che contribuisce alle difese immunitarie innate. E’ inoltre essenziale 

per la produzione di anticorpi nelle cellule B. Nella pelle la IL-6 è prodotta costitutivamente e in seguito a 

danni da fibroblasti e cheratinociti, ma può anche essere sintetizzata da monociti e macrofagi in seguito ad 

attivazione antigenica. Dopo un danno meccanico alla pelle, l’espressione del RNA messaggero della IL-6 

aumenta e svolge la sua azione sulle cellule dendritiche. Il collagene di medusa è in grado di attivare la 

risposta immunitaria perché facilita la produzione di IgM. In particolare, il collagene delle meduse stimola 

fortemente la produzione di TNF-α e interleuchina IL-6. Il collagene di medusa è in grado di stimolare il 

recettore toll like di tipo 4 (TLR4): è noto che questo tipo di recettore è in grado di attivare NF-κB e di 

indurre la produzione di citochine proinfiammatorie come TNF-α e IL-6. 
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INTRODUCTION 

Skin is the body’s largest organ with a unique architecture which enables it to serve as a barrier against 

infection and other environmental hazards. Inflammation is considered a manifestation of an abnormal skin 

condition. However, low levels of inflammation or what is considered to be the onset of inflammation can 

occur in the absence of clinical manifestations such as erythema (skin redness).  

Different skin irritants can trigger different inflammatory processes. The major mechanisms used by 

epidermal cells to participate in immune and inflammatory skin reactions are the production of cytokines 

and responses to cytokines. Within the epidermis, keratinocytes are the major source of cytokines, along 

with Langerhans cells, dermal mast cells, dendritic cells and macrophages. While resting keratinocytes 

produce some cytokines constitutively, a variety of environmental stimuli, such as tumor promoters, 

ultraviolet light and chemical agents, can induce epidermal keratinocytes to release inflammatory cytokines 

(IL-1, TNF-), chemotactic cytokines (like IL-8) and growth promoting cytokines (like IL-6 and IL-7). 

Interleukin-6 (IL-6) is a cytokine that contributes to innate immune defense. It is also essential for antibody 

production in B cells. In the skin IL-6 is produced constitutively and after injury by fibroblasts and 

keratinocytes, but can also be synthesized by monocytes and macrophages after antigen activation. After 

mechanical injury, IL-6 messenger RNA (mRNA) expression is upregulated in skin and exerts its effects on 

dendritic cells. Jellyfish collagen has a potential to improve the acquired immune response because it 

facilitates the production of IgM. In particular, jellyfish collagen highly stimulates production of TNF-α and 

interleukin IL-6. Jellyfish collagen is able to stimulate toll like receptor 4 (TLR4) that is well identified and 

well known to activate NF-κB and to induce production of proinflammatory cytokines such as TNF-α and IL-

6.  
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SCOPO  

Lo scopo del test è quello di valutare se il prodotto testato ha un’azione protettiva/filmante nei confronti di 

agenti aggressivi (puntura di medusa) su epidermide umana ricostruita. Per questo motivo è stata testata la 

sua efficacia nel ridurre la sintesi di interleuchina-6 (IL-6) in tessuti stimolati con LPS e pretrattati con il 

prodotto testato.  

 

 

AIM 

The aim of the test is to evaluate if the product tested has a protective/filming action against aggressive 

agents (jellyfish sting) on reconstructed human epidermis. For this reason we tested its effectiveness in 

reducing the synthesis of interleukin-6 (IL-6) in tissues stimulated with LPS and pretreated with the tested 

product. 

ET
Evidenziato
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MATERIALI E METODI 

METERIALS AND METHODS 

 

Tessuti 
L’epidermide umana ricostruita è formata da cheratinociti umani normali coltivati su un filtro inerte di 

policarbonato all’interfaccia aria-liquido in un mezzo di crescita chimicamente ben definito.  

 

Tissues 
Reconstructed Human Epidermis consists of normal human keratinocytes cultured on an inert polycarbonate 

filter at the air-liquid interface, in a chemically defined medium.  

 

 

Campione testato / Tested sample 
 

RESPINGO JELLYFISH SPRAY DM 

 

INCI 

aqua, cyclopentasiloxane, coco-caprylate, dicaprylyl ether, glycerin, polyglyceryl-3 diisostearate, undecane, 

lanthanum chloride, PEG/PPG-20/15 dimethicone, tridecane, dimethicone, plankton extract, 

glycosaminoglycans, sodium chloride, phenoxyethanol, methylparaben, ethylparaben, propylene glycol, 

propylparaben. 
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Valutazione della vitalità cellulare  

Prima e dopo del dosaggio delle citochine è stato condotto un saggio di vitalità cellulare, allo scopo di 

verificare che il prodotto ed il trattamento non alterino la vitalità dei tessuti. La vitalità cellulare è stata 

valutata mediante test MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], un composto 

tetrazolico di colore giallo che viene ridotto dalle cellule in formazano di colore viola. Questa conversione è 

causata dal NADPH o dal NADH prodotto dalle deidrogenasi presenti nelle cellule metabolicamente attive. 

Le cellule sono state trattate con MTT (1 mg/ml) ed incubate per 3 ore a condizioni standard. Al termine di 

questo periodo la soluzione di MTT è stata eliminata ed in ciascuno pozzetto sono stati aggiunti 100 µl di 

isopropanolo per sciogliere i cristalli di formazano formatisi. L’assorbanza (densità ottica, OD) è stata 

determinata mediante lettura allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 540 nm. 

 

 

Dosaggio delle citochine 

I tessuti HRE sono stati trattati per 60 minuti ± 1 minuto a temperatura ambiente secondo il seguente 

schema: 

1. Tessuti non trattati e non stimolati (controllo negativo) 

2. Tessuti stimolati con LPS  

3. Tessuti trattati con il prodotto testato e stimolati con LPS 

Ciascun esperimento è stato condotto in triplicato. 

Al termine del tempo di contatto il terreno è stato recuperato per il dosaggio della IL-6. Il contenuto di IL-6 

è stato determinato mediante test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), una tecnica biochimica 

molto diffusa ed impiegata per la quantificazione di proteine e peptidi. In un saggio ELISA un antigene 

specifico per la interleuchina da identificare viene immobilizzato su una superficie solida (il fondo di un 

pozzetto) a cui viene aggiunto il mezzo per il dosaggio. La rilevazione viene fatta mediante un anticorpo 

secondario biotinilato e fatto quindi reagire con streptavidina-HRP. La reazione colorimetrica risulta 

proporzionale alla quantità di citochina presente. I risultati si leggono tramite spettrofotometro a 450 nm. I 

valori ottenuti sono stati quindi interpolati in una curva standard di interleuchina. 
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Evaluation of cell viability 

A cell viability assay was performed prior and after the cytokines dosage in order to verify that the product 

and the treatment do not alter the viability of the tissues. The cell viability was evaluated through a MTT 

test [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], a yellow compound that is bioreduced 

by cells into a purple colored formazan product. This conversion is accomplished by NADPH or NADH 

produced by dehydrogenase enzymes in metabolically active cells. The cells were treated with MTT (1 

mg/ml) and incubated for 3 hours at standard culture conditions. After this period, the solution of MTT was 

discanted and 100 µl of isopropanol were added in each well in order to dissolve the formazan crystals. The 

absorbance (optical density, OD) was determined spectrophotometrically at 540 nm wavelength. 

 

Dosage of cytokines 

The HRE tissues were treated for 60 minutes ± 1 minute at room temperature according to the following 

scheme: 

1. Untreated and non-stimulated tissues (negative control) 

2. Tissues stimulated with LPS 

3. Tissues treated with the tested product and stimulated with LPS 

Each experiment was conducted in triplicate 

At the end of the contact time the culture medium was recovered for IL-6 dosage. The content of IL-6 in the 

culture medium was determined by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), a plate-based assay 

technique designed for detecting and quantifying substances such as peptides, proteins, antibodies and 

hormones. In an ELISA assay a specific antigen for the interleukin to identify is immobilized on a solid 

surface (the bottom of a well) to which is added the culture medium for the dosage. The detection is made 

by mean of a secondary biotinylated antibody which then reacts with streptavidn-HRP. The colorimetric 

reaction is proportional to the amount of cytokine present in the medium. The results are read using a 

spectrophotometer at 450 nm. The values obtained were then interpolated in a standard curve of 

interleukin. 
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RISULTATI 

RESULTS 

 

Controllo della vitalità dei tessuti al termine del trattamento 

Control of tissues viability at the end of the treatment 
 

 
 

L’assorbanza misurata a 540 nm è proporzionale alla vitalità cellulare. Le percentuali sono state calcolate in base ai 

valori di assorbanza a 540 nm e considerando come 100% l’assorbanza del controllo negativo (tessuti non trattati)  

The absorbance measured at 540 nm is proportional to cell viability. Percentages were calculated based on the 

absorbance values at 540 nm and taking as 100% the absorbance of the negative control (untreated tissues) 

 

Il trattamento con LPS e con il campione testato non determinano 

variazioni significative della vitalità dei tessuti 

 

The treatment with LPS and with tested sample 

doesn’t significantly affect tissues viability 
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Dosaggio delle citochine 

Dosage of cytokines 
 

 

Valore medio IL-6 (pg/ml)

IL-6 mean value (pg/ml)
222,17 399,83 282,33

LPS + CAMPIONE

LPS + SAMPLE
NC LPS

 
 

 
 

L’assorbanza misurata a 450 nm è direttamente proporzionale alla quantità di IL-6 prodotta dai tessuti. I valori sono 

stati interpolati con una curva standard di IL-6 ed i risultati espressi come pg/ml. 

The absorbance mesuared at 450 nm is directly proportional to the quantity of IL-6 produced by tissues. The values 

were interpolated in a standard curve of IL-6 and the results expressed as pg/ml. 

 

 

In presenza del prodotto testato la quantità di IL-6 indotta da LPS diminuisce significativamente (29%) 

 

In the presence of the tested product the LPS-induced IL-6 significantly decreases (29%) 
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CONCLUSIONI 

 

Il campione denominato 

RESPINGO JELLYFISH SPRAY DM 

 

è in grado di ridurre la sintesi di interleuchina 6 in vitro 

su tessuti di epidermide umana ricostruita 

 

Il prodotto testato riduce la quantità di IL-6 indotta da LPS, il che porta a concludere la presenza di 

un’azione protettiva/filmante nei confronti di agenti aggressivi (puntura di medusa) 

 

 

 

 

CONCLUSIONS 

 

The sample called 

RESPINGO JELLYFISH SPRAY DM 

 

is able to reduce the synthesis of interleukin 6 in vitro 

on reconstructed human epidermis tissues 

 
The product tested reduces the amount of IL-6 induced by LPS, and this leads to the conclusion of the 

presence of a protective/filming action against aggressive agents (jellyfish sting) 

 

 

 

 
 

Il presente Rapporto di Prova è firmato digitalmente ai sensi della normativa vigente 
This test report is digitally signed according to current legislation 
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