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Ex-vivo-Methylenblau-Injektion als neue 
Technik zur Lymphknotendarstellung

Originalien

Hintergrund und Fragestellung

Die Präparation und Untersuchung der 
lokoregionären Lymphknoten ist elemen-
tarer Bestandteil der histopathologischen 
Begutachtung kolorektaler Karzinome. 
Während beim Rektumkarzinom häufig 
die Indikation für eine adjuvante Thera-
pie bereits präoperativ auf der Basis biop-
tischer und bildgebender Diagnostik ge-
stellt wird, steht beim Kolonkarzinom der 
am Operationspräparat erhobene histo-
pathologische Befund im Vordergrund. 
Dem Lymphknoten-Staging kommt hier-
bei eine besondere Bedeutung zu. Eine ad-
juvante Chemotherapie wird ab dem Sta-
dium III empfohlen, das über das Auftre-
ten von regionären Lymphknotenmetas-
tasen definiert ist [8, 13].

Zwar wird von der UICC die Unter-
suchung von 12 Lymphknoten gefordert 
[17], doch besteht in der Literatur Unei-
nigkeit über die zu fordernde Mindestzahl 
an zu untersuchenden Lymphknoten, die 
für ein adäquates Staging notwendig ist. 
So schwanken die entsprechenden Zahlen 
zwischen 9 und 18 [2, 10, 15]. Zudem be-
stätigen größere Studien, dass diese gefor-
derten Zahlen in der täglichen Praxis häu-
fig nicht erreicht werden [16, 18].

Verschiedene Techniken wurden in der 
Vergangenheit entwickelt, um die Lymph-
knotenausbeute zu verbessern. Sie reichen 
von zahlreichen Fettaufhellungsmetho-
den bis hin zur Sentinel-Technik. In der 

Praxis erweisen sich diese jedoch zumeist 
als arbeitsaufwändig, teuer, und sie erfor-
dern oft auch den Umgang mit potenziell 
gesundheitsgefährdenden Stoffen, was of-
fensichtlich einer breiten Anwendung ent-
gegensteht.

Vor kurzem haben wir eine neue Me-
thode zur verbesserten Lymphknotenaus-
beute in Rektumkarzinompräparaten pu-
bliziert, die auf der Beobachtung beruht, 
dass sich Lymphknoten nach intraarteri-
eller Injektion von Methylenblau-Lösung 
deutlich darstellen und so leicht aufge-
funden und präpariert werden können 
[9]. Ursprünglich wurde diese Technik 
vom Operateur zur Beurteilung der Un-
versehrtheit der mesorektalen Faszie ver-
wandt, wie es von Hermanek [5] empfoh-
len wird. In der von uns durchgeführ-
ten Studie konnten wir eine hochsignifi-
kant verbesserte Lymphknotenausbeute 
nachweisen. In einem zweiten Schritt ha-
ben wir nun die dort beschriebene Tech-
nik für Kolonpräparate unterschiedlicher 
Lokalisation adaptiert und die grundsätz-
liche Durchführbarkeit überprüft.

Material und Methoden

Fallauswahl

Zur Auswertung kamen insgesamt 12 Ko-
lon- und 2 weitere Rektumpräparate, die 
entweder im frischen oder kurzzeitig fi-
xierten (4 h) Zustand übersandt wur-

den. Ein Sigmapräparat wurde von der 
weiteren Auswertung ausgeschlossen, da 
hier die Injektion misslang. 14 retrospek-
tive Fälle aus unserem Archiv dienten als 
Kontrollgruppe. Um bezüglich des pT-
Stadiums und der Lokalisation eine iden-
tische Verteilung zu erreichen, wurden 
entsprechende Gruppen mit jeweils grö-
ßerer Fallzahl aus unserem Archiv gebil-
det und anschließend die Kontrollfälle in 
einem Losverfahren ermittelt.

Technik

Nach Erhalt des frischen oder kurz fi-
xierten Präparates wird das arterielle 
Hauptgefäß identifiziert, das intraoperativ 
entweder mit einem Clip oder einer Liga-
tur verschlossen wurde. Nach Entfernung 
kann das Gefäß mit einem 16–20 Gauge 
Kunststoffkatheter kanüliert werden. Hier 
erwies sich eine wenige Millimeter lange 
Längseröffnung des Gefäßes als hilfreich. 
Danach werden 15–20 ml Methylenblau-
Lösung (50 mg/5 ml verdünnt im Verhält-
nis 1:3 mit 0,9% NaCl) injiziert.

Der Erfolg der Injektion kann durch 
die unmittelbare Blaufärbung oberfläch-
licher Gefäße (. Abb. 1 a, b) und der 
Schleimhaut am eröffneten Präparat be-
urteilt werden. Im Gegensatz zur Situati-
on beim Rektum kann bei Kolonpräpara-
ten eine Kanülierung eines zweiten weiter 
distal gelegenen Gefäßes notwendig wer-
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den, um eine homogene Anfärbung zu er-
zielen.

Nach Fixierung des Präparates über 
Nacht in 10%iger gepufferter Formalin-
lösung werden Routineschnitte aus dem 
Tumorgebiet und den Absetzungsrän-
dern angefertigt und eingebettet. Danach 
wird das perikolische Fettgewebe abprä-
pariert, palpiert und lamelliert. Im Prä-
parat vorhandene Lymphknoten grenzen 
sich durch eine blaue Anfärbung deutlich 
vom umgebenden Fett ab und lassen sich 
so leicht identifizieren (. Abb. 1 b).

Histologische und 
statistische Auswertung

Nach Anfertigung von 3 µm dünnen Pa-
raffinschnitten und HE-Färbung wur-
den die histologischen Präparate auf me-
tastatischen Befall hin untersucht und die 
maximalen Lymphknoten- und ggf. auch 
die Metastasendiameter unter Verwen-
dung einer Digitalkamera (ProgRes® C10, 
 Jenoptik, Deutschland) und einem kalib-
rierten Software-System gemessen. Be-
züglich der Lymphknotendiameter wur-
den 4 Gruppen gebildet: <1 mm, 1–2 mm, 
2–4 mm und >4 mm. Beim Vergleich 
der metastatisch befallenen Lymphkno-
ten wurde noch eine weitere Gruppe 4–
6 mm gebildet.

Für den Vergleich der Lymphkno-
tenzahlen fand nach vorausgegangener 
Überprüfung der Normalverteilung der 
ungepaarte Student-T-Test Verwendung. 
Alle statistischen Berechnungen wur-
den mit Hilfe des Sigma-Stat-Software-
 Paketes (Systat Software GmbH, Erkrath, 
Deutschland) durchgeführt. Ein p<0,05 
wurde als signifikant gewertet.

Ergebnisse

Die Durchführung der Injektion gelang 
in 14 Fällen. In einem Sigmapräparat trat 
ein Extravasat auf, die Anfärbung der 
Schleimhaut und der Lymphknoten blieb 
daher aus. Die konventionelle Aufarbei-
tung wurde jedoch dadurch nicht beein-
trächtigt. Der Fall ging nicht in die wei-
tere statistische Auswertung ein.

Grundsätzlich erschien die Injekti-
on bei rechtsseitigen Hemikolektomie-
präparaten etwas schwieriger als in Prä-
paraten der übrigen Lokalisationen. In 
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Zusammenfassung
Von der UICC wird die Mindestzahl von 
12 Lymphknoten für ein adäquates Lymph-
knoten-Staging kolorektaler Karzinome ge-
fordert. Zahlreiche Autoren befürworten je-
doch die Untersuchung einer größeren An-
zahl von Lymphknoten und empfehlen hier-
für verschiedene Techniken wie beispiels-
weise die Fettaufhellung. Wir stellen in die-
ser Studie eine neue Technik zur Ex-vivo-
Lymphknotenmarkierung mittels intraarteri-
eller Methylenblau-Injektion bei Kolonkarzi-
nomen vor. 14 markierte Fälle wurden darin 
mit 14 konventionell bearbeiteten Fällen aus 
unserem Archiv verglichen. Die Lymphkno-
tenausbeute differierte in den beiden Grup-
pen mit im Mittel 28±7 vs. 14±3 hochsignifi-

kant (p<0,001) zugunsten der Methylenblau-
Gruppe. Der größte Unterschied ergab sich 
in der besonders relevanten Diametergrup-
pe von 2–4 mm (191 vs. 70 Lymphknoten). In 
der Ungefärbt-Gruppe war zum Erreichen ei-
ner adäquaten Zahl die zusätzliche Einbet-
tung von Fettgewebe in 6 Fällen notwendig. 
Die Methylenblau-Markierung ist eine neue 
und hoch effektive Methode zur Verbesse-
rung der Lymphknotenpräparation bei kolo-
rektalen Karzinomen.

Schlüsselwörter
Kolorektales Karzinom · Lymphknoten · 
 Staging · Methylenblau

Lymph node preparation in colorectal cancer. Ex vivo methylene blue 
injection as a novel technique to improve lymph node visualization

Abstract
The UICC requires investigation of a mini-
mum of 12 lymph nodes for adequate lymph 
node staging in colorectal cancer. Despite 
that, many authors recommend investigation 
of a larger number, and different techniques, 
such as fat clearance, have therefore been de-
veloped. In this study we introduce a nov-
el technique involving ex vivo lymph node 
staining with intraarterial methylene blue in-
jection in colon cancer. We compared 14 cas-
es in which methylene injection was used 
with 14 cases from our records in which con-
ventional investigation techniques were ap-
plied. The lymph node harvest differed high-
ly significantly (p<0.001) between the two 

groups, with average numbers of 28±7 and 
14±3 in the methylene blue group and the 
unstained group, respectively. The largest dif-
ference occurred in the size group 2–4 mm 
(191 vs 70 lymph nodes). In 6 cases in the un-
stained group additional embedding of fat-
ty tissue was necessary to reach an adequate 
number of investigated lymph nodes. Meth-
ylene blue injection is a novel and highly ef-
fective method that will improve lymph node 
preparation in colorectal cancer.
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Colorectal carcinoma · Lymph nodes · 
 Staging · Methylene blue
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einem Fall erfolgte eine zweite Injektion 
in ein weiter distal gelegenes Gefäß, was 
dann zu einer homogenen Anfärbung des 
Präparates führte, die im ersten Schritt 
noch nicht erreicht wurde. Die Lymph-
knoten konnten aufgrund der kräftigen 
Blaumarkierung leicht identifiziert wer-
den. Eine abgeschwächte, teils auch völ-
lig fehlende Anfärbung war bei komplett 
metastasierten Lymphknoten zu verzeich-

nen, die aber naturgemäß ohnehin leicht 
aufzufinden sind.

Die beiden Gruppen sind hinsicht-
lich ihrer Grundcharakteristika gut aus-
geglichen (. Tab. 1). Bei identischer pT-
Verteilung fanden sich in der Methylen-
Gruppe 6, in der Ungefärbt-Gruppe 7 no-
dal positive Fälle. Die Anzahl der im Mit-
tel aufgefundenen Lymphknoten diffe-
rierte hochsignifikant (p<0,001) mit 28±7 

in der Methylen-Gruppe und 14±3 in der 
Ungefärbt-Gruppe (. Abb. 2). Die abso-
luten Lymphknotenzahlen lagen bei 388 
bzw. 191. Der deutlichste Unterschied trat 
in der Gruppe 2–4 mm auf (. Abb. 3). 
In der Methylen-Gruppe zeigten 50% der 
befallenen Lymphknoten Diameter von 
≤4 mm, in der Ungefärbt-Gruppe waren 
es 40% (. Abb. 4).

Die geforderte Zahl von mindestens 
12 Lymphknoten pro Fall konnte in der 
Ungefärbt-Gruppe in einem Fall trotz 
zusätzlicher Einbettung von Fettgewebe 
nicht erreicht werden. In 5 weiteren Fällen 
führte die primäre oder sekundäre zusätz-
liche Einbettung von gefäßreichem Fett-
gewebe zum Erreichen dieser Mindestan-
zahl (. Tab. 1). Eine Änderung des 
Lymphknotenstadiums ergab sich hierbei 
nicht. In der Methylen-Gruppe war eine 
zusätzliche Untersuchung von makrosko-
pisch lymphknotenfreiem Fettgewebe in 
keinem Fall notwendig.

Diskussion

Die Durchführung des histopatholo-
gischen Lymphknoten-Stagings kolorek-
taler Karzinome nimmt in der täglichen 
Praxis aufgrund der Häufigkeit dieser En-
tität und der hohen klinischen Bedeutung 
breiten Raum ein. Dementsprechend häu-
fig ist dieses Thema Gegenstand der Dis-
kussion in der älteren und der aktuellen 
Literatur. Trotz unzähliger Publikationen 
konnte die Frage einer allgemein aner-
kannten Mindestanzahl von zu untersu-
chenden Lymphknoten noch nicht ab-
schließend geklärt werden. Die UICC for-
dert in der aktuellen TNM-Klassifikation 
die Untersuchung von 12 lokoregionären 
Lymphknoten. In Originalpublikationen 

Abb. 1 9 Methylenblau-
 Injektion zur Lymphkno-
tenpräparation. a Darstel-
lung an einem Sigmaprä-
parat mit einliegender Ka-
nüle im gefäßführenden 
Pedikel. b Ein etwa 4 mm 
durchmessender blau ge-
färbter Lymphknoten 
grenzt sich deutlich im pe-
rikolischen Fettgewebe ab
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werden Zahlen zwischen 9 und 18 [2, 10, 
15] empfohlen.

Die Gefahr einer unzureichenden 
Lymphknotenuntersuchung besteht im 
Under-Staging, insbesondere von ver-
meintlich nodal negativen Karzinomfäl-
len. Zahlreiche Studien belegen ein Up-
Staging nach Einsatz von erweiterten 
Maßnahmen wie Fettaufhellung oder Im-
munhistochemie [1, 3, 11, 14] in einer Häu-
figkeit von 8–10%. Eindrucksvoll wird die 
Korrelation zwischen günstiger Prognose 
und hoher Anzahl untersuchter Lymph-
knoten in T3N0-Fällen in einer Untersu-
chung von Swanson et al. [15] belegt. Fäl-
le mit weniger als 3 untersuchten Lymph-
knoten glichen sich hinsichtlich ihres Ver-
laufs dem von nodal positiven Fällen an, 
während eine Zahl von über 30 tumor-
freien Lymphknoten mit einem exzel-
lenten Fünfjahresüberleben von 88,1% 
vergesellschaftet war.

Um ein möglichst akkurates Lymph-
knoten-Staging zu gewährleisten, wurden 

in der Vergangenheit verschiedene Tech-
niken entwickelt, die entweder auf eine 
möglichst hohe Lymphknotenausbeute, 
eine möglichst exakte Untersuchung der 
Einzellymphknoten oder eine Kombina-
tion aus beidem abzielen. Verschiedene 
Protokolle zur Aufhellung des Fettgewe-
bes, teilweise in Kombination mit voll-

ständiger Einbettung des perikolischen 
Fettgewebes wurden publiziert, Sentinel-
Techniken eingesetzt und moderne dia-
gnostische Werkzeuge wie Immunhisto-
chemie oder die Polymerasekettenreakti-
on (PCR) empfohlen [1, 3, 7, 11, 12]. Die 
Mehrzahl dieser Methoden ist jedoch 
mit hohem Arbeitsaufwand, zusätzlichen 
Kosten und zeitverzögertem Abschluss 
der Befundung verbunden.

Neue Technik

In einer kürzlich publizierten Pilotstudie 
konnten wir eine neue Technik zur ver-
besserten Lymphknotenausbeute in Rek-
tumkarzinomfällen vorstellen. Durch in-
traarterielle Injektion von Methylenblau-
Lösung, die eine Blaumarkierung der 
Lymphknoten zur Folge hat, konnte eine 
signifikante Verbesserung gegenüber der 
konventionellen Technik erreicht werden 
[9].

In der vorliegenden Studie wurde diese 
Technik für Präparate des übrigen Kolons 
adaptiert. Die Identifikation der Gefäße 
und die Injektion waren im Vergleich zur 
Situation beim Rektum etwas schwieriger 
und in einem von 15 Fällen nicht erfolg-
reich. Die übrigen 14 Fälle gelangten zur 
Auswertung (Methylen-Gruppe). 14 Fäl-
le mit identischer Lokalisations- und T-
Stadium-Verteilung aus unserem Archiv 
dienten als Kontrollgruppe (Ungefärbt-
Gruppe).

Der Vergleich der beiden Gruppen 
zeigt mit im Mittel 28±7 und 14±3 Lymph-
knoten in der Methylen- bzw. Ungefärbt-
Gruppe nahezu identische Ergebnisse wie 
in der vorausgegangenen Rektumstudie. 
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Der signifikante Unterschied ergibt sich 
aus einer gesteigerten Lymphknotenaus-
beute in Größengruppen von ≤4 mm, wo-
bei die größte absolute Differenz in der 
Gruppe 2–4 mm auftrat (. Abb. 3).

Haboubi et al. [4] und Herrera u. 
 Villareal [6] konnten zeigen, dass bis zu 
78% der Metastasen in Lymphknoten auf-
treten, die kleiner als 5 mm sind. In un-
serer Studie konnte eine Metastasendomi-
nanz in dieser Gruppe, wie sie von diesen 
Autoren berichtet wird, nicht belegt wer-
den (. Abb. 4). Dies ist mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auf die geringe Fallzahl un-
serer Studie zurückzuführen. Interessant 
erscheint aber, dass der mittlere Diame-
ter der befallenen Lymphknoten, die zur 
Änderung der Lymphknotenklassifikati-
on führten, in der Methylen-Gruppe mit 
6,7±5,0 mm vs. 9,4±4,4 mm kleiner waren 
als in der Ungefärbt-Gruppe (. Abb. 5). 
Möglicherweise ist das häufigere Auf-
treten von N2-Fällen in der Methylen-
 Gruppe durch eine verbesserte Detektion 
kleiner Lymphknoten zu erklären.

Bei identischer pT-Verteilung trat in 
der Ungefärbt-Gruppe ein nodal posi-
tiver Fall mehr auf. Auch dies steht im 
Widerspruch zu Daten anderer Autoren 
und dürfte ebenfalls ursächlich in der ge-
ringen Fallzahl der Studie begründet sein. 
Die Häufigkeit eines Up-Stagings nach 
 erweiterter Lymphknotenpräparation 
wird in der Literatur abhängig vom Ver-
hältnis zwischen primärer und sekundär-
er Präparation mit 8–26% angegeben [1, 
11, 14].

Bewertung

Unsere Daten zeigen, dass die Technik der 
Ex-vivo-Lymphknotenmarkierung durch 
intraarterielle Methylenblau-Injektion 
nicht nur bei Rektumpräparaten, son-
dern auch bei Kolonkarzinomen der üb-
rigen Lokalisationen anwendbar ist. Be-
sonderen Wert erlangt die Technik in Fäl-
len, in denen noch kein augenfällig fortge-
schrittenes Stadium vorliegt und die De-
tektion einer Lymphknotenmetastase ent-
scheidend für die Risikoeinschätzung und 
weitere Therapiestrategie ist.

Die Notwendigkeit einer hinsichtlich 
der Präparatentnahme zeitnahen Injekti-
on kann in manchen Bereichen ein Pro-
blem darstellen. Dieses kann durch die In-

Tab. 1  Fallcharakteristika und Lymphknotenstatus

Fall-Nr. Alter
[Jahre]

Resektat Resektat- 
länge
[cm]

pT-Stadi-
um

G Lymph-
knoten
[n]

LK-Metastasen
(Mikrometasten) 
[n]

Methylenblau-Gruppe

1 85 Sigma 35 pT3 2 22 0

2 60 Rektum 18 pT1 2 32 0

3 81 Rektum 28 pT1 2 27 0

4 64 Sigma 18 pT3 2 21 0

5 77 Hemiko-
lon rechts

30 pT3 2 26 4 (1)

6 80 Hemiko-
lon rechts

27 pT2 3 23 2

7 67 Hemiko-
lon rechts

52 pT1 2 30 0

8 55 Hemiko-
lon links

28 pT2 2 29 1

9 89 Sigma 20 pT3 2 15 2

10 74 Hemiko-
lon rechts

28 pT3 3 43 3

11 51 Sigma 17 pT2 2 32 0

12 65 Sigma 26 pT3 2 25 4 (1)

13 81 Sigma 15 pT3 2 36 0

14 72 Hemiko-
lon links

55 pT3 2 27 0

Gesamt           388 16 (2)

Mittel 72   28     28±7  

Ungefärbt-Gruppe

15 47 Sigma 18 pT3 2 18 1

16 70 Hemiko-
lon links

38 pT2 2 12 0

17 82 Hemiko-
lon rechts

24,5 pT1 1 14* 0

18 74 Hemiko-
lon rechts

18 pT2 2 16 0

19 66 Hemiko-
lon rechts

33 pT3 3 16 6

20 60 Sigma 17 pT2 2 12* 1

21 83 Sigma 18 pT3 2 13** 0

22 66 Sigma 21 pT3 2 10 1 (1)

23 81 Sigma 24 pT3 2 14** 2

24 73 Hemiko-
lon rechts

39 pT3 3 18 3

25 65 Rektum 32 pT1 2 6** 0

26 73 Rektum 25 pT1 2 14* 0

27 65 Hemiko-
lon links

60 pT3 2 14 0

28 69 Sigma 25 pT3 2 14 1

Gesamt           191 15 (1)

Mittel 70   28     14±3  
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jektion noch im Operationssaal durch den 
Chirurgen selbst überwunden werden. 
 Dies setzt eine entsprechende Motivation 
des Operateurs voraus, der aber ebenfalls 
ein Interesse an einer erfolgreichen Lymph-
knotenpräparation haben sollte. Die Quali-
tät der onkologischen Operation wird u. a. 
durch die Anzahl der im Präparat nachge-
wiesenen Lymphknoten dokumentiert.

Weitere Studien mit größerer Fallzahl, 
prospektivem und randomisiertem Stu-
diendesign sind notwendig, um auch die 
Frage eines klinischen Benefits zu beant-
worten, der in einer vermehrten Detekti-
on von nodal positiven Fällen läge.

Fazit für die Praxis

Die Lymphknotenmarkierung durch in-
traarterielle Methylenblau-Injektion ist 
neben dem Rektum auch im Kolon er-
folgreich anwendbar und verbessert die 
Lymphknotenausbeute hochsignifikant. 
Sie erweist sich als hoch effektiv, äußerst 
kostengünstig und ist mit nur geringem 
Aufwand verbunden, ohne die zeitnahe 
Befundung zu verzögern.

Korrespondenzadresse
Dr. B. Märkl
Institut für Pathologie, Klinikum Augsburg
Stenglinstraße 2, 86156 Augsburg
Bruno.Maerkl@klinikum-augsburg.de

Danksagung.  Unser besonderer Dank gilt Herrn Dr. 
Ernst Leipprand für Unterstützung und fachlichen Rat.

Interessenkonflikt.  Der korrespondierende Autor 
gibt an, dass kein Interessenkonflikt besteht.
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