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ABSTRACT/ZUSAMMENFASSUNG

Metabolism of the anti-dandruff agent climbazole after
oral and dermal administration

Due to its antimycotic properties, climbazole is used in cosmetic products
as a preservative or as an active ingredient in anti-dandruff (AD) formu-
lations. In order to provide human toxicokinetic data on climbazole, we
investigated the urinary excretion of two climbazole metabolites, (OH),-
climbazole and cx-OH-climbazole, for 48 h after oral intake (n = 5, 49—
77 pg/kg body weight [bw]) and for 72 h after dermal application of either
a climbazole-containing rinse-off AD shampoo or a leave-on hair tonic (n =
2 x 3). In total, 23.9 % (18.0-33.4 %) of the oral dose were excreted as the
two examined metabolites within a period of 48 h after dosage. After der-
mal application, urinary excretion was slower than after oral intake. Back-
calculated oral-dose-equivalent intakes from the dermal exposures lead to
maximum climbazole intakes of 18.5 pg/kg bw/day after one-time hair tonic
use and 6.6 pg/kg bw/day after AD shampoo application, which are below
the relevant toxicological threshold values. The study results further indicate
a possible influence of herb-drug interactions on climbazole metabolism.
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Einleitung

Climbazol (1-(4-Chlorphenoxy)-1-(imidazol-1-yl)-3,3-dimethylbu-
tan-2-on; Crinipan® AD) ist ein Azol-Fungizid und wird daher als
Anti-Schuppen-Wirkstoff in Haarpflegeprodukten sowie als Konser-
vierungsmittel in anderen Kosmetika verwendet. Da es Hinweise auf
eine mogliche endokrine Wirkung gibt, ist in der EU die Verwendung

Metabolismus des Anti-Schuppen-Wirkstoffs Climbazol
nach oraler Gabe und dermaler Applikation

Climbazol wird aufgrund seiner antimykotischen Eigenschaften als Konser-
vierungsmittel oder Anti-Schuppen-Wirkstoff in Kosmetikprodukten einge-
setzt. In der folgenden Studie wurde die Toxikokinetik von Climbazol im
Menschen untersucht: Nach oraler Gabe von Climbazol (n = 5; 49-77 pg/kg
Kérpergewicht [KG]) bzw. dermaler Exposition gegeniiber jeweils einem Anti-
Schuppen-Shampoo und einer Haarlotion (n = 2 x 3) wurden 48 bzw. 72
Stunden lang die Urinproben der Probandinnen und Probanden gesammelt
und auf die beiden Metaboliten (OH),-Climbazol und cx-OH-Climbazol un-
tersucht. Insgesamt wurden bei der oralen Studie 23,9 % (18,0-33,4 %)
der verabreichten Climbazol-Dosis in Form der genannten Metabolite aus-
geschieden. Nach dermaler Applikation war die Ausscheidung langsamer.
Mit dem Konversionsfaktor von 23,9 % konnten die Aquivalente der oralen
Dosis zurtickgerechnet werden. Die maximal aufgenommenen Climbazol-
Mengen betrugen 18,5 pg/kg KG/Tag bei der Haarlotion und 6,6 pg/kg KG/
Tag beim Shampoo und lagen bei Einzelanwendung somit unterhalb der
relevanten toxikologischen Grenzwerte. Die Studiendaten lieferten zudem
Hinweise auf eine moégliche Beeinflussung des Climbazol-Stoffwechsels
durch pflanzliche Praparate.

Schliisselworter: Climbazol — Exkretionskinetik — Human-Biomonitoring (HBM)

von Climbazol in kosmetischen Produkten begrenzt: Wird Climbazol
als Konservierungsmittel verwendet, diirfen Haarlotionen, Gesicht-
und Fuficremes einen Climbazol-Gehalt von 0,2% und Shampoos
zum Auswaschen einen Gehalt von 0,5% aufweisen, wahrend Anti-
Schuppen-Shampoos, in denen Climbazol als aktiver Wirkstoff ein-
gesetzt wird, 2% Climbazol enthalten diirfen (European Parliament
and Council of the European Union 2009; ECHA 2019; European

* Der Beitrag beruht auf der Arbeit von Schonrath | et al.: Human urinary excretion kinetics of the antimycotic climbazole: Biomonitoring of two new metabolites after oral and dermal dosage.
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Commission 2019). Die Toxikokinetik von Climbazol in Sdugetieren
ist bisher wenig untersucht. Potenzielle Metabolite wurden vom ver-
wandten Fungizid Triadimefon abgeleitet (Zarn 2004). Die postulier-
ten Metabolite (OH),-Climbazol und cx-OH-Climbazol konnten im
Rahmen der Methodenentwicklung bestatigt werden (Schmidtkunz
2021).

Das Ziel dieser Studie war nun die Quantifizierung der Climba-
zol-Metabolite (OH),-Climbazol und cx-OH-Climbazol nach oraler
Gabe und dermaler Applikation mittels Ultrahochleistungs-Fliissig-
chromatographie gekoppelt mit einem Tandem-Massenspektrome-
ter (UHPLC-MS/MS). Nach oraler Gabe sollte der renale Konver-
sionsfaktor F ;. bestimmt werden, um in zukiinftigen Studien von
Urinkonzentrationen auf die aufgenommene Menge Climbazol zu-
riickrechnen zu konnen. Zur toxikologischen Bewertung stehen ein
NOEL (no observed effect level, 5 mg/kg KG/Tag) und ein NOAEL
(no observed adverse effect level, 15 mg/kg KG/Tag) zur Verfiigung
(ECHA o.].; SCCS 2017; SCCS 2018). Zudem sollte die Frage be-
antwortet werden, ob die analytische Methode sensitiv genug ist,
um die zuvor genannten Climbazol-Metabolite nach einer typischen
dermalen Exposition nachzuweisen.

Studiendesign

Fiir die orale Studie haben fiinf Probandinnen und Probanden (drei
Frauen, zwei Méanner, 25-38 Jahre alt, V1-V5) 4,82 mg Climbazol (ge-
16st in einem Milliliter Ethanol und verdiinnt mit Wasser) eingenom-
men, und ihre Urinproben wurden tiber 48 h in einzelnen Fraktionen
vollstandig gesammelt. Die verabreichte Dosis lag deutlich unter dem
derived no effect level (DNEL) fiir Arbeitende (ECHA o.].), der wie-
derum auf dem oben genannten NOAEL basiert. Zur Beurteilung
der dermalen Aufnahme wurden zwei Studien mit unterschiedlichen
Haarpflegeprodukten in moglichst alltagstypischen Szenarien durch-
gefiihrt: In der Shampoo-Studie benutzten drei Versuchspersonen
(eine Frau, zwei Méanner, 29-50 Jahre alt) eine fiir ihren Haarwuchs
angemessene, abgewogene Menge des Anti-Schuppen-Shampoos
,,Crisan Intensiv” (Lornamed GmbH) und liefSen es wahrend der
Haarwasche 120 Sekunden einwirken. Dieselben Personen trugen
zwei Monate spéter in der Haarlotion-Studie jeweils eine Ampulle
(10 ml) ,Anti-Dandruff Serum calendula & climbazole” (Londa Pro-
fessional) auf. Dieses Produkt verblieb im Haar und wurde erst mit
der néchsten reguldren Haarwasche ausgespiilt. In beiden Szenarien
wurde der Urin der Probandinnen und Probanden tiber 72 Stunden
in einzelnen Fraktionen gesammelt. Fiir die Berechnung der derma-
len Aufnahme wurde fiir beide Produkte der jeweils maximal erlaubte
Climbazol-Gehalt angenommen (2 % fiir das Shampoo, 0,2 % fiir die
Haarlotion).

Die Studie wurde nach den Richtlinien des Ethikkodex des Welt-
arztebundes (Deklaration von Helsinki) durchgefiihrt und von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ruhr-Universitét
Bochum (Reg.-Nr. 19-6687-BR) befiirwortet.

Ergebnisse und Diskussion
Orale Studie

Die flinf Versuchspersonen der oralen Studie gaben im 48-Stunden-
Probenahmezeitraum insgesamt 107 Urinproben ab. Zudem wurde

von allen Personen jeweils eine Urinprobe vor der Dosierung abge-
geben, um eine Hintergrundbelastung von Climbazol auszuschlie-
Ben. Die Messung dieser Leerproben zeigte, dass tatsachlich keine
Hintergrundbelastung vorlag. Im Gegensatz dazu konnten nach der
Climbazol-Aufnahme in allen Proben die beiden Metabolite cx-OH-
Climbazol und (OH),-Climbazol quantifiziert werden.

Die Ausscheidungskinetiken der beiden Metabolite sind in
= Abb. 1a dargestellt. Die beiden Metabolite wiesen dhnliche Exkre-
tionsprofile auf. Die Maximalkonzentrationen der ausgeschiedenen
Metabolite wurden bei allen Probandinnen und Probanden 90 bis
130 Minuten nach der Dosierung erreicht. Gerade in der Kreatinin-
korrigierten Darstellung liefien sich bei allen zwei Eliminationspha-
sen ausmachen: Die erste Phase, die durch einen starkeren Abfall der
Konzentration der Metabolite im Urin gekennzeichnet war, dauerte
etwa die ersten zehn Stunden nach der Dosierung an. In der zweiten
Phase verlangsamte sich die Exkretion. Daher wurden die Halbwerts-
zeiten fiir beide Phasen separat berechnet.

Die individuellen Unterschiede zwischen den Versuchspersonen
V1 bis V4 waren gering, nur bei V5 wurde eine deutlich verminderte
Ausscheidung im Vergleich zu den anderen beobachtet. Aufgrund
dieser Auffalligkeit wurde die Anamnese vonV5 genau evaluiert. Da-
bei fiel auf, dass V5 im Zeitraum der Dosierung ein freiverkdufliches
Arzneimittel mit Johanniskraut eingenommen hatte. Da Johannis-
kraut dafiir bekannt ist, mit vielen anderen Arzneimitteln durch die
Induktion von CYP3A4 zu wechselwirken (Obach 2000; Komoroski
2004), kann auch ein Einfluss auf den Metabolismus von Climbazol
nicht ausgeschlossen werden. Fiir die Bestimmung der toxikokineti-
schen Parameter wurde V5 daher gesondert behandelt.

Die mittleren ausgeschiedenen Maximalkonzentrationen betru-
gen 2225 yg/g Kreatinin (OH),-Climbazol und 1230 pug/g Kreatinin
cx-OH-Climbazol. Dieses Metabolitenverhaltnis von ca. 2:1 wurde
wahrend des gesamten Probenahmezeitraums und bei allen Ver-
suchspersonen beobachtet. Die Unterteilung der Exkretion in zwei
Phasen konnte mit der Berechnung der Halbwertszeiten legitimiert
werden, da die durchschnittliche Halbwertszeit in der zweiten Phase
um den Faktor 2 bis 3 langer war als in der ersten.

Die Auftragung der kumulierten ausgeschiedenen Menge Climba-
zol gegen die Zeit nach Dosierung (= Abb. 2) zeigt, dass innerhalb
der ersten 24 Stunden im Durchschnitt 14,1 % der Dosis als (OH),-
Climbazol und 7,3 % als cx-OH-Climbazol ausgeschieden wurden.
Die Exkretion am néchsten Tag hingegen war mit 1,7 % fiir (OH),-
Climbazol und 0,8 % als cx-OH-Climbazol schon deutlich geringer.
Unter Berticksichtigung der ersten beiden Tage konnte angenommen
werden, dass die Exkretion an den Folgetagen vernachldssigbar sein
wiirde und ein 48-Stunden-F ;. somit angemessen war. Aus dem
prozentualen Anteil der beiden Metaboliten ergab sich dass nach
48 Stunden im Durchschnitt 23,9 % der oral verabreichten Climbazol-
Dosis als einer der beiden Metabolite ausgeschieden wurde. Da bei
V5 eine Beeinflussung des Stoffwechsels durch Johanniskraut wahr-
scheinlich erschien, wurde V5 in der Berechnung des durchschnittli-
chen Ausscheidungsfaktors nicht berticksichtigt.

Dermale Studie

Bei einer dermalen Applikation wird im Vergleich zu einer oralen
Gabe eine verzogerte Aufnahme erwartet, so dass bei den dermalen
Studien der Probenahmezeitraum auf 72 Stunden erweitert wurde.
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XTHEA a Exkretionsprofile vom (OH),-Climbazol und cx-OH-Climbazol im zeitlichen Verlauf in ug/l (oben) und pg/g Kreatinin (unten) nach oraler
Dosierung. b Exkretionsprofile der beiden Climbazol-Metaboliten im Urin von drei Probandinnen und Probanden nach der Anwendung von Climbazol-
haltigem Shampoo (oben) und Haarlotion (unten)

Fig. 1: a Excretion profiles of (OH),-climbazole and cx-OH-climbazole over time in ug/l (top) and ug/g creatinine (bottom) after oral dosage. b Excretion profiles of
both climbazole metabolites in three volunteers’ urine after the application of either a climbazole-containing shampoo (top) or hair tonic (bottom)
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(OH),-Climbazol cx-OH-Climazol Gesamt
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Fig. 2: Cumulated excretion (molar, in percent of oral dose) of the respective metabolites and their sum versus the time after oral dosage

Bei beiden dermalen Studien wurden jeweils insgesamt 68 Proben
von allen Versuchspersonen gesammelt. Auch hier wurde durch die
Abgabe einer Leerprobe vor der Verwendung der jeweiligen Haar-
pflegeprodukte gewdhrleistet, dass die Probandinnen und Probanden
nicht schon mit Climbazol vorbelastet waren.

Die entwickelte Methode erwies sich als ausreichend sensitiv, um
die Climbazol-Aufnahme und Ausscheidung nach iiblicher, einma-
liger dermaler Anwendung der Haarpflegeprodukte quantitativ zu
erfassen. So konnten beide Metaboliten bis mindestens 48 h nach
der Shampoo-Anwendung und bis 72 h nach der Haarlotion-An-
wendung quantifiziert werden. Die Exkretionsprofile beider dermaler
Anwendungstypen (s. = Abb. 1b) zeigen, dass insgesamt deutlich
geringere Mengen der Metabolite ausgeschieden wurden und dass
die Exkretion langsamer verlief als nach oraler Gabe. Durch die Pla-
teaus am ersten Probenahmetag war die Bestimmung des Zeitpunkts
der maximalen Konzentration schwierig. Bei allen Versuchspersonen
waren die gemessenen Metabolitkonzentrationen bei der Haarlotion-
Studie hoher als in der Shampoo-Studie. Dies ist wegen der lingeren
Einwirkzeit der Haarlotion und deren Formulierungseigenschaften
(hoher Alkoholanteil) durchaus plausibel.

Mit dem renalen Konversionsfaktor (F ) der oralen Studie lief§
sich aus den im Urin quantifizierten Metaboliten die aufgenom-
mene Menge zuriickrechnen (Aquivalente der oralen Dosis). Auch
hier lag die Haarlotion trotz des geringeren erlaubten Climbazol-
Gehalts vorn: In der Haarlotion-Studie wurden Aufnahmen von
2,6 bis 9,3 % berechnet, wahrend die Aufnahme beim Shampoo mit
0,1 bis 0,4 % mindestens eine Zehnerpotenz geringer war. Die in
der Shampoo-Studie berechneten Werte fiir die Aufnahme passten
gut zu einer Studie, die die Permeation von Climbazol in einem In-
vitro-Experiment an Menschenhaut untersucht hatte (Paz-Alvarez
2018). Dort lag die Permeation auch im Promillebereich. Die ma-
ximale Aufnahme der Haarlotion (9,3 %) entsprach einem Aquiva-
lent der oralen Dosis von 18,5 pg/kg KG/Tag und lag damit noch
um einen Faktor von 800 unterhalb des NOAELs von 15 mg/kg
KG/Tag und um einen Faktor von 270 unterhalb des NOELs von

5 mg/kg KG/Tag. Dennoch muss beriicksichtigt werden, dass sich
bei der Verwendung mehrerer Climbazol-haltiger Produkte und/
oder bei der Verwendung an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen
die Belastung wegen der verzogerten Ausscheidung akkumulieren
kann. Bei der Bewertung ist ferner ein Sicherheitsfaktor in Bezug
auf NOEL oder NOAEL zu berticksichtigen; hier wurde bisher ein
Faktor von 100 als addquat angesehen (ECHA o. J.; SCCS 2017;
SCCS 2018).

Fazit

Mit der Untersuchung von (OH),-Climbazol und cx-OH-Climba-
zol im Urin konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen beiden
Analyten um valide Biomarker handelt, um die innere Belastung
bei einer oralen und dermalen Climbazol-Exposition zu beurtei-
len. 15,8 % (11,5-22,1%) und 8,1 % (6,5-11,3 %) der oralen Clim-
bazol-Dosis wurden im Urin als (OH),-Climbazol beziehungsweise
cx-OH-Climbazol ausgeschieden. Wie erwartet wurden nach der-
maler Applikation langere Halbwertszeiten und geringere Metabo-
litenkonzentrationen festgestellt als nach oraler Gabe. Es konnte
gezeigt werden, dass auch nach dermaler Anwendung handelsiib-
licher Produkte die Methode sensitiv genug ist, um die ausgeschie-
dene Menge der Metabolite (OH),-Climbazol und cx-OH-Climba-
zol zu quantifizieren. Die in unserer Studie gefundenen maximalen
oralen Dosisdquivalente waren noch relativ weit vom NOEL und
NOAEL entfernt, jedoch sollte bei zukiinftigen Risikobewertungen
berticksichtigt werden, dass die Exkretion von Climbazol nach der-
maler Aufnahme mehrere Tage dauert und es so zu einer Akkumu-
lation der Substanz kommen kann.

Auch wenn das Studiendesign nicht darauf ausgelegt war, die Un-
terschiede des Climbazol-Metabolismus von Proband V5 néher zu
erortern, scheinen diese Besonderheiten auch in Bezug auf Climbazol
zu bestétigen, dass auch freiverkdufliche, pflanzliche Arzneimittel den
Fremdstoffmetabolismus beeinflussen kénnen. Wir empfehlen daher,
diese Produkte in den Anamnese-Fragebdgen zu beriicksichtigen.
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