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Abstract 
 

Introduction & Aims: Fatalities linked to novel psychoactive substances (NPS) are difficult to assess due to 
scarce toxicological data. This study reports a 3-chloro-phencyclidine (3-Cl-PCP)-related fatality and characterizes 
its phase I metabolism in vitro and its phase I and II metabolites in post-mortem samples. Methods: Post-mortem 
bile, urine, blood, gastric content, and syringe residues were analyzed using LC-MS/MS and LC-QTOF-MS. In 
vitro metabolism was studied in pooled human liver microsomes (pHLM). Phase II metabolism was assessed by 
β-glucuronidase hydrolysis. Results: 3-Cl-PCP concentrations were comparable in cardiac and femoral blood (610 
and 830 ng/mL) and highest in bile (4,300 ng/mL). Seven phase I metabolites were tentatively identified, mainly 
hydroxylations of the cyclohexyl (M1-M3) and piperidine rings (M4, M5), as well as two ring-opened metabolites 
(M6, M7). Extensive glucuronidation of hydroxylated metabolites was observed, especially for M4. Conclusion: 
3-Cl-PCP accumulates in bile. pHLM incubations reliably predicted phase I metabolites. Urine analysis should 
target metabolites M3 (hydroxy cyclohexyl), M4 (hydroxyl piperidine), and M6 (carboxy metabolite) after 
enzymatic cleavage. 
 

Einleitung und Zielsetzung: Todesfälle im Zusammenhang mit neuen psychoaktiven Substanzen (NPS) sind auf-
grund begrenzter Verfügbarkeit toxikologischer Daten oftmals schwer zu bewerten. Diese Studie beschreibt einen 
Todesfall nach Konsum von 3-Chlor-Phencyclidin (3-Cl-PCP) und charakterisiert dessen Phase-I-Metabolismus 
in vitro sowie Phase-I- und -II-Metaboliten in postmortalen Proben. Methoden: Postmortale Proben (Galle, Urin, 
Herz- und Femoralblut, Mageninhalt) und Spritzenrückstände wurden mittels LC-MS/MS und LC-QTOF-MS ana-
lysiert. Die In-vitro-Metabolisierung wurde mittels gepoolter humaner Lebermikrosomen (pHLM) untersucht. Zur 
Untersuchung des Phase-II-Metabolismus` erfolgte eine β-Glucuronidase-Spaltung. Ergebnisse: Die 3-Cl-PCP-
Konzentrationen waren in Herz- und Femoralblut ähnlich (610 und 830 ng/mL) und am höchsten in Gallenflüssig-
keit (4.300 ng/mL). Es wurden sieben Phase-I-Metaboliten identifiziert, vor allem Hydroxylierungen am Cyclo-
hexylring (M1-M3) und Piperidinring (M4, M5) sowie zwei Ringöffnungsprodukte (M6, M7). Es zeigte sich eine 
ausgeprägte Glucuronidierung der hydroxylierten Metaboliten, insbesondere von M4. Schlussfolgerung: 3-Cl-
PCP reichert sich vor allem in der Galle an. pHLM-Inkubationen sagten die Phase-I-Metaboliten zuverlässig 
voraus. Für die Urinanalyse sollten nach enzymatischer Spaltung die Metaboliten M3 (Hydroxycyclohexyl), M4 

(Hydroxypiperidin) und M6 (Carbonsäure-Metabolit) priorisiert werden. 
 
 
1. Einleitung 
 
In den letzten Jahrzehnten hat die Zahl und Vielfalt neuer psychoaktiver Substanzen (NPS) auf 
dem illegalen Drogenmarkt stark zugenommen. [1] Die Drogenagentur der Europäischen Union 
(EUDA) überwacht derzeit rund 1.000 NPS, die in den vergangenen 20 Jahren aufgetreten sind, 
wobei jährlich mehr als 300 verschiedene, meist bereits zuvor bekannte Verbindungen nachge-
wiesen werden. Weltweit stieg die Anzahl der gemeldeten NPS von 162 im Jahr 2010 auf 527 
im Jahr 2023. [2] 
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Phencyclidin (PCP) wurde ursprünglich 1956 als dissoziatives Anästhetikum entwickelt, aber 
aufgrund schwerer Nebenwirkungen schon bald durch Ketamin ersetzt (reaktive Metaboliten 
und irreversible Proteinbindung gelten als Ursache für die Toxizität von PCP). [3-5] Angetrie-
ben durch den steigenden Online-Vertrieb von „Legal Highs“ tauchen seit den 2010er-Jahren 
neue Struktur-Analoga wie 3-Cl-PCP [6], Tilmetamin [7], 3-Me-PCE [1,8] oder Fluorexetamin 
[9] auf, die regulatorische Lücken ausnutzen und durch strukturelle Vielfalt und fehlende Refe-
renzstandards analytische Herausforderungen bergen. 
 

Die Metabolismusaufklärung neu auftretender NPS ist essentiell für deren Detektion in der 
Fallarbeit. Gepoolte humane Lebermikrosomen (pHLMs) dienen dabei als günstiges, leicht 
handhabares, ethisch unproblematisches In-vitro-Modell zur Unterstützung der Metabolismus-
aufklärung, wie Studien zu 3-MeO-PCP [10] und 3-HO-PCP [11] zeigen. Die Erkenntnisse aus 
solchen Studien sind für die forensische Toxikologie unabdingbar, um beispielsweise stabile 
Metaboliten neuer NPS für einen Langzeitnachweis zu identifizieren. 
 

Diese Arbeit untersucht den Metabolismus des neuartigen PCP-Derivats 3-Cl-PCP in einem 
Todesfall. Dabei wurden mögliche Metaboliten in postmortal gewonnenen Proben (Herzblut, 
Femoralblut, Galle, Urin, Mageninhalt) und einem pHLM-Assay mit hochaufgelöster Tandem-
massenspektrometrie (LC-QTOF/MS) vorläufig identifiziert. Es wurden außerdem drei Spritzen 
untersucht, die im Zusammenhang mit dem Todesfall standen. Die Quantifizierung von 3-Cl-
PCP erfolgte mit der Standardadditionsmethode mittels Flüssigchromatographie gekoppelt mit 
Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS). 
 

 
2. Material und Methoden 
 
Untersucht wurde eine tödliche Intoxikation mit 3-Chlor-Phencyclidin (3-Cl-PCP). Analysiert 
wurden Galle, Urin, Herz- und Oberschenkelblut, Mageninhalt sowie drei Spritzen. Für die 
pHLM-Assays wurden das NADPH-System, β-Glucuronidase und der Referenzstandard von 
3-Cl-PCP eingesetzt. Ammoniumformiatpuffer, Methanol und Acetonitril dienten der Proben-
aufarbeitung, PCP-d5 war der interne Standard. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C für 60 min 
ohne Zugabe von UDP-Glycosyltransferase, daher wurden Phase-II-Metaboliten nur in den 
postmortal gewonnenen Proben betrachtet. Die Inkubation wurde durch Zugabe von eiskaltem 
Acetonitril gestoppt, zentrifugiert und der Überstand für die LC-MS/MS-Analysen verwendet. 
Biologische Proben wurden nach etablierten Verfahren auf 3-Cl-PCP untersucht. Vor der Urin-
analyse erfolgte ggf. eine Inkubation mit β-Glucuronidase bei 45 °C für 120 min zur Glucuro-
nidspaltung. Probenvorbereitung und Festphasenextraktion erfolgten automatisiert, jeweils un-
ter Zugabe des internen Standards und von Phosphatpuffer. Die analytische Bestimmung er-
folgte mittels LC-QTOF/MS (Bruker Impact II, ESI+) auf einer Biphenylsäule. Zur Datener-
fassung und Auswertung wurde die Herstellersoftware genutzt. Die vorläufige Metaboliten-
identifikation erfolgte über die Massengenauigkeit (< 5 ppm), das Signal-Rausch-Verhältnis 
(> 3:1), die Fragmenttoleranz (± 10 ppm) und über charakteristische MS/MS-Fragmente. 
 

 
3. Ergebnisse 
 
Die vorläufige Identifikation der Phase-I-Metaboliten erfolgte mittels LC-QTOF/MS nach Inku-
bation mit pHLMs. Es konnten insgesamt fünf monooxygenierte Metaboliten (M1–M5) detek-
tiert werden: Drei Hydroxycyclohexyl-Derivate (M1-M3) und zwei Hydroxypiperidin-Derivate 
(M4, M5). Die Zuordnung erfolgte anhand charakteristischer Fragmentionen; Hydroxylierun-
gen waren entweder am Cyclohexan- oder am Piperidinring zu beobachten. Zudem wurden 
zwei Metaboliten mit vermutlich geöffnetem Piperidinring identifiziert (M6, M7). Es handelt 
sich dabei um einen carboxylierten (M6) sowie einen alkoholischen Metaboliten (M7), wobei 
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die spezifischen Fragmente jeweils auf Ringöffnung und Modifikation der Seitenkette hindeu-
ten. Für die In-vivo-Analyse wurden die post mortem gewonnenen Proben Urin, Galle, Herz- 
und Oberschenkelblut sowie Mageninhalt mittels LC-MS/MS untersucht. Sämtliche zuvor in 
vitro identifizierten Metaboliten konnten auch in den untersuchten biologischen Matrizes nach-
gewiesen werden. 
 

Die 3-Cl-PCP-Konzentrationen der postmortal gewonnenen Proben wurden mit der Standard-
additionsmethode bestimmt: Herzblut 610 ng/ml, Femoralblut 830 ng/ml, Magensaft 840 ng/ml, 
Urin 1.200 ng/ml und Galle 4.300 ng/ml. In allen untersuchten Spritzen wurde ebenfalls 3-Cl-
PCP nachgewiesen. 
 

 
4. Diskussion 
 
Es konnten sieben Metaboliten mittels pHLM-Ansatz vorläufig identifiziert und auch in allen 
post mortem gewonnenen Proben nachgewiesen werden. In Bezug auf die strukturelle Vielfalt 
der Metaboliten sind drei verschiedene Hydroxylierungspositionen am Piperidinring möglich, 
es wurden allerdings nur zwei dieser Metaboliten vorläufig identifiziert (M4 und M5). Insbeson-
dere kann das 2-Hydroxypiperidin aber durch Tautomerie zu einer Ringöffnung unter Bildung 
des entsprechenden Amins und offenkettigen Aldehyds führen. [12] Aldehyde, als metabolische 
Zwischenprodukte, sind aufgrund ihrer Reaktivität selten direkt nachweisbar. Daher erscheint 
eine anschließende Verstoffwechselung zur entsprechenden offenkettigen Carbonsäure (M6) 
bzw. dem Alkohol (M7) plausibel. Eine ähnliche Biotransformation wurde für das Methadon-
Analogon Dipyanon vorhergesagt. [12] Eine alternative Dehydratisierung zum Dehydropiperi-
din wurde im Rahmen dieser Studie nicht gefunden.  
 

 
5. Schlußfolgerung 
 
Durch die vorliegende Arbeit wurde der Metabolismus von 3-Cl-PCP umfassend charakterisiert 
und sieben Metaboliten sowohl im pHLM-Modell als auch in postmortal gewonnenen Proben 
nachgewiesen. Besonders auffällig ist die Anreicherung von 3-Cl-PCP in der Galle. Die pHLM-
Inkubationen ermöglichten in dieser Studie eine zuverlässige Vorhersage der Phase-I-Metabo-
liten und lieferten damit eine solide Modellgrundlage für zukünftige toxikologische Analysen 
strukturverwandter Substanzen. Für die Urinanalytik sollten insbesondere die Metaboliten M3 
(Hydroxycyclohexyl), M4 (Hydroxypiperidin) und M6 (Piperidin-ringgeöffnete Carbonsäure) 
nach Glucuronidspaltung priorisiert werden. Die Resultate stärken die forensisch-toxikologi-
sche Routineanalytik, da spezifische Metaboliten identifiziert wurden und damit bspw. eine 
Detektion eines 3-Cl-PCP-Missbrauchs im Rahmen von Abstinenzkontrollen über ein größeres 
Zeitfenster hinweg möglich erscheint. 
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