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Die hormonale Schwangerschaitsdiagnose
mit dem Krallenirosch?

Von W. Bickenbach
Mit 6 Abbildungen

Meinem hochverehrten Lehrer H. Martius
zum 60. Geburistag am 2.1.1945 gewidmet

In den letzten Jahren wurde besonders im englischen, aber auch
im deutschen Schrifttum, ja schon in illustrierten Zeitungen der siid-
afrikanische Krallen- oder Spornfrosch,
T e der Xenopus laevis Daudin als Test-
: objekt fiir Schwangerschaftsreaktionen
empfohlen (Elkan, Crew, Landgrebe,
Lawes, Sachs, Neumann, Dosch). Es
handelt sich um einen zu den Anuren ge-
horenden Aglossalen, der im tropischen
Afrika bis herunter zum Kap lebt und sei-
nen Namen der krallenartigen Endphalange
der 1. bis 3. Zehe an den hinteren Extremi-
tiaten verdankt. Das Krallenfroschweibchen
wird 7—10 em lang und ist vom Minnchen
dadurch zu unterscheiden, daB seine Kloake
von 3 Hautlappen umschlossen wird. Das
Minnchen bleibt etwas kleiner.
Der Xenopus laevis Daudin ist ein
% : reines Wassertier und kannin glattwandigen
) i Aquarien gehaltenwerden. Erist ein Lungen-
3 L% atmer und kommt zum Luftholen in kurzen
Abb. 1. Geschlechtsreifer weiblicher  7qitahstiinden an die Wasseroberfliiche.
Krallenfrosch 1930 und 1931 fand Hogben, ein
Zoologe in Kapstadt, daB die weib-
lichen Tiere auf Zufuhr von gonadotropem Hormon innerhalb weniger
Stunden mit der Ablage zahlreicher Eier reagierten. 1934 zeigten Shapiro
und Zwarenstein, daBl das gonadotrope Hormon des Schwangerenharns
dieselbe Wirkung hervorruft. Diese Eigenschaft des Krallenfrosches lif3t
sich mit Vorteil zur Schwangerschaftsdiagnose aus dem Harn heranziehen.
Der Test besteht darin, dal man geschlechtsreifen weiblichen Tieren 1 bis
2 cem Harn oder noch besser ein durch Azetonfillung hergestelltes Kon-
zentrat des Harnprolans vom Oberschenkel des Hinterbeines aus unter die
Riickenhaut in den dorsalen Liymphsack einspritzt. Bei positivem Ausfall

* Der experimentelle Teil der Arbeit wurde auszugsweise auf der Sitzung der
Medizinischen Gesellschaft in Géttingen am 13. Juli 1944 vorgetragen.
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der Reaktion kommt es schon nach 6—10 Stunden zur Ablage einer,
groBen Zahl von Eiern (Abb. 2 u. 3). :
Wieim Miuseversuch verwendet man am besten Niichternbarn, der bei al-
kalischer Reaktion mit 3%, iger Essigsiure leicht angesiiuert werden muf3. Das
spezifische Gewicht des Harns soll mindestens 1020 betragen. Sonst kann der
Prolangehalt zu gering sein. Zur Azetonfillung des Wirkstoffs werden 100 cem
Harn mit 400500 cem chemisch-reinen® Azetons bis zum Maximum der Fil-
ung versetzt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und von der Fliissigkeit
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Abb. 2. Einspritzen des Prolans. Wegen Abb. 3. Positiver Ausfall des Testes.
der starken Schleima,bsonderung wird das Unter dem Dmhtnetz §1eht man zahl-
Tier in einem Gazetuch gehalten reiche Eier

getrennt. Dann wird nochmals die 2—3fache Azetonmenge hinzugegeben. Es
wird wieder zentrifugiert und der gesamte Niederschlag dann zur Verdringung
des Azetons mit Ather behandelt. Nach Verdunsten des Athers wird der Riick-
stand in 5 cem sterilem Leitungswasser aufgenommen, eine halbe bis eine Stunde
geschiittelt und filtriert. 1 com der Losung enthiilt so das Prolan aus 20 cem
Harn. Wenn die injizierte Losung nicht frei von Azeton und Ather ist, gehen
die Tiere unter starker Schleimabsonderung und Krimpfen zugrunde. Fiir
jeden Versuch nimmt man am besten 3—5 Krallenfrische,

Da die Reaktion schon in 610 Stunden abgelesen werden kann, ist
der wesentlichste Vorteil des Xenopustestes seine groBe Schnelligkeit,
die von keiner anderen Methode erreicht wird. Der klassische Miuseversuch

.nach Aschheim und Zondek war wegen seiner Dauer von etwa 8 Tagen
schon immer fiir die Kliniker unhandlich. Die aus ihm abgeleiteten Schnell-
reaktionen (Briihl, Hollstein u.a.) haben sich nicht eingefiihrt. Der
Friedmannsche Kaninchenversuch ist durch die vor der Injektion vorzu-
nehmende Probelaparotomie zu umstiindlich.

Bin weiterer Vorteil des Xenopustestes besteht darin, daB die zum
Versuch benutzten Tiere nicht getétet zu werden brauchen, sondern bei
negativem Realktionsausfall schon nach 14 Tagen, bei positivem Ergebnis
nach 4—6 Wochen erneut fiir einen Versuch zu benutzen sind. Hierdurch
kann der Tierbestand verhéltnismiBig niedrig gehalten werden.

Die Wartung der zum Test verwendeten Frosche ist sehr einfach. Es
geniigen glatte Glasgefie oder gemauerte Becken, die so groB sein miissen,
daB die Tiere frei umherschwimmen konnen. Wasserpflanzen, kiinstliche

1 Das Azeton muB, wenn es chemisch-rein nicht vorhanden ist, unter Zugabe
v 1 v s o~ . . . .
von Kalziumechlorid 2mal hei 569 tiberdestilliert sein.
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Inseln oder Bodenschlupfwinkelsind nicht unbedingt notwendig; sie erschweren
nur die Reinigung der Aquarien. Eine zu dichte Belegung der Wohnbecken ist
nicht zu empfehlen, da die Tiere keine Nahrung zu sich nehmen, wenn sie
sich nicht frei bewegen konnen. Die geschlechtsreifen Krallenfrosche ver-
tragen Wassertemperaturen von 5—28°C. Auch im Winter sind fiir die er-
wachsenen Tiere zusitzliche Heizanlagen nicht erforderlich, werin man die
Aquarien in tagsiiber geheizten Riéumen unterbringt. In der Pflege ist der
Krallenfrosch recht anspruchslos. 2—3mal pro Woche, etwa 4—6 Stunden
nach der Fitterung, wird das Wasser gewechselt und das Aquarium ge-
reinigt. Eine Schwierigkeit besteht gegenwiirtig darin, dal der Xenopus
ein ziemlich gefrifliger und anspruchsvoller Fleischfresser ist. In der
Freiheit lebt er von Regenwiirmern und Wassertieren, die in den notwendi-
en Mengen von uns aber nicht zu beschaffen waren. Nach dem zoologischen
chrifttum soll das Tier in der Gefangenschaft Kalbsleber und zartes
Muskelfleisch als Futter erhalten. Da das einzelne Tier pro Woche etwa 20 g
rohes Fleisch braucht, miilten bei einem Tierbestand von 300—500 Froschen,
wie er fiir ein Laboratorium mit monatlich 30—60 Schwangerschaftsreaktio-
nen notwendig ist, wochentlich 6—10 kg Fleisch bereitgestellt werden.
Gegenwiirtig verfiittere ich die verschiedensten Arten von Wiirmern.

Der Hauptnachteil des Xenopustestes liegt bis jetzt aber darin, daB3
die Tiere in Deutschland nicht im Handel sind. Es gibt nur wenige Exem-
plare bei Liebhabern von Wassertieren, in Instituten, Kliniken und ein-
zelnen Industrielaboratorien. Die Englinder lieBen die Krallenfrosche vor
dem Kriege zu Tausenden in Siidafrika fangen und importierten sie fiir
8 Pence das Stiick. Man befiirchtete schon, dal3 der in Teichen und Tiimpeln
lebende Xenopus bald in seiner Heimat ausgerottet sein wiirde. Grollere
Zuchtanstalten oder -farmen gibt es noch nicht; ihrer Anlage schienen sich
erhebliche Schwierigkeiten entgegenzustellen. Die Verwendung der durch
Prolan provozierten Eiablage als Schwangerschaftstest setzt ja voraus, da8
spontane Ovipositionen nicht erfolgen. Vielfach wird auch im Schrifttum
angenommen, dafl das Tier in der Gefangenschaft gar nicht oder nur selten
ovuliere und sich nicht fortpflanze (Landgrebe, Crew, Elkan, Lawes).
Damit wiire aber auch eine systematische Aufzucht, wenigstens in Europa,
~unmdoglich. Die Angabe iiber das Ausbleiben spontaner Ovipositionen ist
nur insofern richtig, als anscheinend Eiablagen im allgemeinen nur
bei getrennter Haltung der Geschlechter und bei ungeniigender
Wartung nicht erfolgen. Bles beschrieb aber schon 1906, daf3 er durch
plotzliche Erniedrigung der Wassertemperatur den Spornfrosch zur Kopu-
lation und Ablage befruchteter Eier gebracht habe. Diese etwas merk-
wiirdige Wirkung der Abkiihlung hingt wahrscheinlich damit zusammen,
daB die Tiere in der Freiheit laichen, wenn das Wasser, in dem sie leben,
durch Regengiisse kiilter geworden ist. Die Junglarven sind gegen héhere
Temperaturen als 28—30° C sehr empfindlich. Die Laichzeit liegt in der
Heimat zwischen April und August, also in dem klimatischen Winter der
siidlichen Erdhilfte. Auch andere Untersucher haben schon iiber meist zu-
fillige Fortpflanzungen in der Gefangenschaft berichtet. Dietel und Sieck-
mann teilten 1941 auf der 26.Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir
Gyniikologie mit, dal ihnen die Aufzucht eines einzigen Tieres gelungen sei,
und Dosch sah 1944 eine groBe Zahl von spontanen Laichablagen bei seinen
Krallenfroschweibchen in der Zeit von Mitte Januar bis Mitte Mirz, obwohl
die Weibchen von den Minnchen getrennt gehalten wurden. Es besteht also
kein Zweifel, dall unter bestimmten, noch nicht eindeutig definierten Be-
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dingungen die Ablage befruchteter Eier auch in der Gefangen-
schaft zu erzielen ist. Damit sind die Grundlagen fiir eine systematische
Aufzucht gegeben. Um sie haben sich in den letzten Jahren in Europa
Gasche (Basel), Dosch, die Asid-Werke und der Verfasser bemiiht. Die
Krallenfrosche konnen durch gleichzeitige Einspritzung von etwa 50—10Q
Ratteneinheiten gonadotropen Hormons aus Plazenta oder Hypophyse bei
Minnchen und Weibchen zu jeder Jahreszeit zur Kopulation und Ablage
befruchteter Eier gebracht werden. Allerdings verlangt die Aufzucht der
sich aus den Eiern entwickelnden Larven viel Miihe.

Zuniichst ist unbedingt notig, die Wassertemperatur der Zucht-
becken durch automatische Temperaturregler zwischen 21 und 24 Grad
konstant zu erhalten. Am besten geschieht das durch eine Beheizung des

S

Abb. 4. Larven des Xenopus

Abb. 5. Xenopus laevis Daudin
laevis Daudin im Alter von 4 Wochen : in der Metamorphose

ganzen Raumes, in dem die Aquarien untergebracht sind. Wir verwenden
dazu eine Regleranlage mit Kontaktthermometern von Klinger & Schmidt
in Ilmenau (Thiir.). Nach verschiedenen anderen Versuchen mit Fisch-
futter, Bickerhefe usw. hat sich uns als Larvenfutter, einem Vorschlag
von Gasche entsprechend, feinst zermahlenes Brennesselpulver als das
beste erwiesen. ks wird als »Pulvis subtilissime paratus« verwendet und
in einer wisserigen Aufschwemmung durch ein Gazesieb tiglich in einer
Menge von einigen Gramm in das Zuchtbecken gegossen. Die Anwendung
eines groberen Pulvers fiihrt zur Verstopfung des Reusenapparates der
Larven, so daBl sie zugrunde gehen. Das Futter muB trocken aufbewahrt
werden. Die Fiitterung beginnt etwa am 6. bis 7. Tag nach dem Schliipfen
der Larven, wenn diese anfangen, Saugbewegungen zu machen. Sie wird
ausgesetzt, wenn das Schwanzende wiihrend der Metamorphose anfiingt,
sich abzubiegen. Ist der Schwanz aufgesaugt, so ist die Metamorphose be-
endet, und die Tiere erhalten nunmehr rohe Leber in feinstzerriebenem
Zustand (Abb. 4 u. 5). Fiir die Wartung der Larven ist weiter wichtig, daf
das Wasser tiglich gewechselt und das Becken sehr sauber gehalten wird.
Die Larven sind empfindlich gegen Temperaturschwankungen. Sie miissen
nach dem Alter getrennt in gesonderten Aquarien untergebracht werden.
Einzelheiten der Aufzucht sind in der Dissertation von Lindemann oder
bei Gasche nachzulesen, Dieser konnte die Sterblichkeit bei der Aufzucht
der Larven auf weniger als 29, herabdriicken. Die unsrige liegt allerdings
noch wesentlich héher. Immerhin verfiigten wir nach fiinfmonatigen Zucht-
versuchen bereits iiber einen Bestand von selbstgezogenen Jungfroschen.
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Die Weibchen sind nach 812 Monaten geschlechtsreif und dann fiir den
Schwangerschaftstest verwendbar.

Larven und Jungtiere werden ebenso wie die erwachsenen Frosche in
einem abgedunkelten Raum gehalten, in dem sie einer direkten Sonnen-
bestrahlung nicht ausgesetzt sind. Der Krallenfrosch ist ein Dimmerungs-
tier (siche auch Kotthaus) und lebt nicht gern in grellem Licht. Die
Larven konnen bei zu starker Belichtung sogar zugrunde gehen. Im ganzen
verlangt die Aufzucht viel Geduld, viel Einfithlungsvermégen und Liebe
zur Sache, wihrend die Wartung und Pflege der erwachsenen Krallen-
frosche erheblich weniger Umstinde macht.

Es fragt sich nun, ob die Schwierigkeit der Aufzucht in einem ent-
sprechenden Verhiltnis zur Zuverlissigkeit des Testes stehen. Im eng-
lischen Schrifttum ist bis 1940 iiber 639 Schwangerschaftsproben mit
7 Fehlergebnissen berichtet worden (Landgrebe, Elkan). Der erste stellte
279 Versuche an und sah 6 fehlerhafte Ergebnisse. 5mal fiel der Xenopustest
negativ aus, withrend der gleichzeitig angestellte Mauseversuch ein positives
Ergebnis hatte. Einmal war der Miuseversuch negativ und der Xenopustest
positiv. Elkan schreibt, daB er unter seinen 360 Fillen 1 Fehldiagnose mit
negativem Ausfall der Reaktion trotz bestehender Schwangerschaft gesehen
habe. Danach entspriiche die Zuverlissigkeit des Testes etwa derjenigen des
Miuseversuchs nach Aschheim und Zondek. Die im deutschen Schrifttum
angegebene Zahl von Versuchen ist noch zu gering, um SchluBfolgerungen
zu ziehen. Wir selbst beobachteten bei Verwendung nur je eines Tieres pro
Versuch unter 38 Reaktionen 4 mal das Ausbleiben einer Eiablage nach
Einspritzung von Prolan, 34 mal stimmte der Ausfall der Reaktion mit dem
klinischen Befund iiberein. Ein Versager war auf einen technischen Fehler
bei der Extraktion des Prolantrockenpulvers zuriickzufiihren, ist also ver-
meidbar und héingt nicht mit einer besonders unempfindlichen Phase des
betreffenden Versuchstieres zusammen. Von den 38 Versuchen wurden 8
mit dem Harn nichtschwangerer Frauen, bei denen der Verdacht einer Tubar-
graviditit bestand, angestellt. Der Test fiel negativ aus.

Die Zuverlissigkeit der Probe wird aber erheblich durch das von
Dosch beobachtete Auftreten von 23 spontanen Laichablagen bei 8
seiner 9 Weibchen in der Zeit von Mitte Januar bis Mitte Mirz 1944 in Frage
gestellt, Auch ich sah bei meinen Tieren mehrfach spontane Ovipositionen.
s ist auffillig, daB simtliche englische Autoren, die mit dem Test gearbeitet
haben, keine spontanen Eiablagen beobachteten. Dosch sieht den Grund
fiir diese von der seinen abweichenden Beobachtung darin, daB es sich bei
den in England verwendeten Tieren um solche handelte, die in der Freiheit
aufgewachsen und nun durch die Bedingungen der Gefangenschaft in ihrer
Vitalitit herabgesetzt waren. Aus einigen Angaben kann man schlieflen,
daf3 die Tiere anBerdem nicht gnt gepflegt wurden. So erwihnt Crew, daf
einzelne Tiere bis zu 5 Monaten am Leben blieben. Nach unseren Erfah-
rungen und denen anderer (z. B. Dosch) ist der Krallenfrosch aber viel
zihlebiger. Wir pflecen die eigenen Alttiere ohne Verluste seit mehr als
3 Jahren und haben sie iibernommen, als sie schon 1—2 Jahre alt waren.
Der Frosch kann also bei ausreichender Wartung jahrelang am Leben
bleiben. Ich sehe wie Dosch die Ursache fiir die beobachteten spontanen
Eiablagen in Anpassungserscheinungen an die Bedingungen der Ge-
fangenschaft.

Ich mochte anf Grund eigener Erfahrungen einen anderen Weg vor-
schlagen, um die spontanen Ovipositionen zn unterdriicken. Ich habe dem
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Tierfutter Follikelhormon beigemischt. Dieses hat bekanntlich eine hem-
mende Wirkung auf die Hypophyse. Bei dem hypophysenempfindlichen
Krallenfrosch bleiben dann, wie eine mehrjihrige Beobachtung jetzt lehrt,
mit Sicherheit die spontanen Eiablagen aus, offenbar deswegen, weil das
Follikelhormon die Ausscheidung von Follikelreifungshormon verhindert.
Dieses Vorgehen hat den Vorteil, daB8 es exakt dosierbar ist, wiihrend die
von Dosch vorgeschlagene Verschlechternng der Umweltbedingungen sich
meBbar kaum abstufen liBt. Nach unseren bisherigen allerdings noch nicht
endgiiltigen Erfahrungen geniigt es, wenn das einzelne weibliche Tier mit
dem Futter etwa 20—40 ME Follikelhormon pro Woche per os aufnimmt.
Es ist moglich, daB diese Dosis bei lingerer Verabreichung noch zn hoch ist.

Abb. 6. 2 Krallenfrosche aus derselben Eiablage im Alter von 4 Monaten. Der linke

ist nach der Metamorphose mit roher Leber gefiittert worden und 3,4 ecm lang (von

der Kloake bis zur Schnauzenspitze gemessen), der rechte hat nach der Metamor-

phose Plazentagewebe erhalten; er hatte die Metamorphose gleichzeitig beendet.

Seine Linge betrigt 1,9 cm! Die photographierten Tiere entsprechen der Mittel-
grofle jeder Serie.

Die Kriegs- und Nachkriegsverhiiltnisse erlaubten an unserem Tiermaterial
noch keine eindeutigen Feststellungen in dieser Richtung. :

Die Hypophysenempfindlichkeit der Krallenfrosche gegen Follikel-
hormon geht auch darans hervor, daB durch Verfiitterung desselben an
noch wachsende Tiere leicht eine Wachstumsverzogernngund Zwerg-
wuchs erzengt werden kann (Abb. 6). : ;

Andererseits muB man aber folgern, da$ durch iibermiiBige Follikel-
hormonzufuhr auch die Empfindlichkeit des Krallenfrosches gegen-
iiber Prolan so herabgesetzt werden kann, daB} hierdurch der Re_&k-
tionsausfall beeintriichtigt wird. Aus dem Grunde haben wir einstweilen
bei unseren diagnostischen Versuchen nicht Naturharn, sondern konzen-
trierte Prolanlosungen, die durch Azetonfiillung des Harnes gewonnen
waren, verwendet (S.33). AuBerdem wird aber die Realithnselil'pﬁndhch-
keit der Krallenfrosche sicher noch von der Jahres- bzw. Laichzeit und der
VVassertemperatur abhiingig sein. Uber diese quantitativen Verhiltnisse
laBt sich zuniichst nichts aussagen. Zu ihrer genaueren Untersuchung ist
eme gréBere Anzahl von in der Gefangenschaft gezogenen Froschen notig,
als bis jetzt zur Verfiigung steht.
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Zusammenfassung

Uber die endgiiltige Bewiithrung des Xenopustestes fiir die
Schwangerschaftsdiagnose 1at sich noch nichts Sicheres sa-
gen, besonders wenn in Deutschland gezogene Froésche ver-
wendet werden. Zur weiteren Klirung ist es zuniichst am wichtigsten,
groflere Zuchten anzulegen, um Erfahrungen zu sammeln und gegebenen-
falls durch Modifikationen die Brauchbarkeit des Testes zu steigern. Es ist
aber anzunehmen, dall es auf irgendeine Weise gelingen wird,
die auBerordentlich schnelle Reaktionsfihigkeit der Tiere der
Klinik nutzbar zu machen, ohne auf die Zuverlissigkeit des
klassischen Méauseversuchs nach Aschheim und Zondek zu ver-
zichten. Einer der moglichen Wege stellt die Vorbehandlung der Kral-
lenfrosche mit Follikelhormon dar, wodurch sich beim erwachsenen
Tier nach unseren bisherigen Erfahrungen spontane Eiablagen verhindern
lassen.
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Aus der Geburtshilflich-gynikologischen Abteilung: des Stidtischen
Auguste-Viktoria-Krankenhauses Berlin-Schoneberg
(Dirig. Arzt: Prof. Dr. Carl Ruge)

Der Mechanismus der Eiabnahme im Laparoskop

Von Doz. Dr. Reinhold Elert
Mit 2 Abbildungen

Beziiglich des Mechanismus des Eitransportes aus dem Ovarium in die
Tube ist man lange auf Mutmafungen angewiesen gewesen, ehe es gelungen
ist, durch direkte Beobachtung in vivo Klirung zu schaffen. Bis vor nicht
allzulanger Zeit hat man angenommen, dall das Ei zusammen mit der
Follikelfliissigkeit in die freie Bauchhohle gelangt und durch die Darm-
peristaltik in den Douglasschen Raum transportiert wird, in dessen Fliissig-
keit die Tuben mit ihren Fimbrienenden wie zwei Reusen eintauchen und
das Ei durch Aspiration auffischen. Nach dieser Auffassung, die weder
dem Eierstock noch dem Eileiter eine aktive Rolle bei der Eiaufnahme
zuerkennt, bedeutet es fast einen Zufall, wenn das Ei nach Freiwerden aus
dem Follikel seinen Weg in das Tubenostium findet.
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