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KRÁTKÉ SDĚLENÍ SHORT COMMUNICATION

Pupilární reakce na barevné podněty

Pupillary Response to Chromatic Stimuli 

Souhrn
Cíl: Porovnat pupilární reakci na barevné světelné stimuly v souboru zdravých osob a zjistit, 
zda lze tuto metodu aplikovat pro hodnocení funkce zevní a vnitřní vrstvy sítnice. Soubor 
a metodika: Do studovaného souboru bylo zařazeno 17 zdravých osob. Ke stimulaci bylo 
použito červené (605 ± 20 nm) a modré (420 ± 20 nm) světlo o intenzitě 28 lx, které difuzně 
osvětlovalo jedno oko po dobu 4 s. Pro druhé oko každé osoby byly hodnoceny následující 
parametry pupilární reakce: výchozí průměr zornice, latence do maximálního zúžení zornice, 
relativní pupilární amplituda při maximálním zúžení zornice, tři sekundy po zahájení stimulu, 
při ukončení stimulu, 3 a 7 s po vypnutí stimulu. Parametry pupilární reakce byly srovnány pro 
červený a modrý stimulus pomocí párového t-testu. Výsledky: S výjimkou výchozího průměru 
zornice (p = 0,148) byly rozdíly v parametrech zornicové reakce na červený a modrý stimulus 
ve všech případech statisticky významné (p = 0,001). Při osvitu zornice modrým světlem byla 
relativní amplituda v každém měřeném okamžiku významně větší a latence do maximálního 
zúžení zornice významně delší než při působení červeného světla. Při působení modrého 
světla převažovala prolongovaná („sustained“) kontrakce zornice, zatímco při působení čer-
veného světla přechodná („transient“) kontrakce zornice. Závěry: Pomocí našeho vyšetřova-
cího protokolu bylo možné vysledovat u zdravých osob rozdíly v pupilární reakci na červené 
a modré světlo, a potvrdit tak zapojení gangliových buněk sítnice s obsahem melanopsinu do 
pupilárního reflexu zejména při působení modrého světla. Chromatická pupilografie se jeví 
jako vysoce citlivá metoda, která dokáže objektivně zhodnotit funkci jednotlivých populací 
fotosenzitivních buněk sítnice.

Abstract 
Aim of study: To compare chromatic pupillary responses in a group of healthy subjects and to 
determine if this method can be used for assessing outer and inner retinal function. Material 
and methods: The study group consisted of 17 healthy subjects. Subjects were tested with 
a chromatic pupillometer. The parameters of the stimulus were as follows: intensity 28 lx, 
duration 4 sec, and color blue (420 ± 20 nm) and red (605 ± 20 nm). The examined pupil 
parameters were baseline pupil diameter, maximal constriction time, relative amplitude at 
maximal constriction, at 3 sec after stimulus onset, at stimulus offset, at 3 sec after stimulus 
offset and at 7 sec after stimulus offset. Pupil response parameters to red and blue light 
were evaluated by paired t-test. Results: Except for the baseline pupil diameter (p = 0.148), 
there was a significant difference in all pupil response parameters to red and blue light (p = 
0.001). With blue light, the relative amplitude was significantly greater and the time to maxi-
mal pupil constriction significantly longer compared to red light for all tested time points. 
Blue light evoked “sustained” pupil contraction, while red light rather induced “transient” 
contraction. Conclusions: Our examination protocol allowed us to unmask differences in 
pupil response to red and blue light in healthy subjects and to confirm involvement of the 
melanopsin retinal ganglion cells in the pupil light reflex, particularly with blue light. Chro-
matic pupillography appears to be a highly sensitive method for objective evaluation of the 
outer and inner retina function.
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Úvod
Pupilárnímu reflexu a jeho významu při 
objektivním hodnocení neuroretinální 
funkce se dostalo nové pozornosti díky 
nedávnému objevu nových fotorecep-
torů sítnice –  gangliových buněk obsahu-
jících melanopsin [1– 4]. Melanopsin fun-
guje jako fotopigment a propůjčuje těmto 
speciálním buňkám sítnice tzv. vnitřní fo-
tosenzitivitu. K depolarizaci buněk může 
dojít buď po fototransdukci v tyčin-
kách a čípcích, nebo vlastní vnitřní foto-
transdukcí za účasti melanopsinu, anebo 
oběma způsoby najednou. Na rozdíl od 
tyčinek a čípků nepřispívají gangliové 
buňky s obsahem melanopsinu k tvorbě 
zrakového vjemu. Fungují spíše jako de-
tektor intenzity okolního osvětlení, a po-
dílejí se tak na řízení cirkadiánního rytmu. 
Jsou ve spojení s centry pro řízení cirka-
diánního rytmu v předním hypothalamu 
(nucleus suprachiasmaticus, intergeniku-
lární vrstva nucleus geniculatum laterale) 
a spánku (nucleus praeopticus ventrola-
teralis). Kromě toho vedou axony gan-
gliových buněk s obsahem melanopsinu 
také do nucleus pretectalis olivaris v dor-
zálním středním mozku, a tvoří tak afe-
rentní část zornicového reflexu. Právě 
zapojení melanopsin-RGCs (Retinal Gan-
glion Cells) do zornicového reflexu vysvět-
luje, proč osoby, které osleply v důsledku 

postižení klasických fotoreceptorů sítnice 
(tyčinek a čípků), mají zachovalý zornicový 
reflex a normální cirkadiánní rytmus [5,6].

Tyčinky a čípky se nacházejí v zevní já-
drové vrstvě sítnice, gangliové buňky s ob-
sahem melanopsinu leží ve vnitřní jádrové 
vrstvě sítnice a jejich axony jsou součástí 
zrakového nervu. Jednotlivé typy fotore-
ceptorů sítnice mají přitom jiná absorpční 
maxima a citlivost. Pomocí světla o různé 
vlnové délce a intenzitě by tedy mělo být 
možné aktivovat selektivně jednotlivé re-
ceptorové systémy. Metoda postavená na 
tomto principu byla pojmenována chro-
matická pupilografie. V současné době 
jsou v klinických studiích testovány různé 
protokoly, které by pomocí světla o různé 
vlnové délce a intenzitě umožnily stimulo-
vat jednotlivé populace fotoreceptorů sít-
nice jak u zdravých osob, tak u nemoc-
ných s různými očními patologiemi [7– 11]. 
Takto vypracovaná metodika by pak v kli-
nické praxi mohla pomoci objektivně roz-
lišit, zda se jedná o onemocnění zrako-
vého nervu nebo fotoreceptorů sítnice, 
případně lépe kvantifikovat postižení jed-
notlivých populací fotoreceptorů u de-
generativních onemocnění sítnice. Cílem 
naší práce bylo porovnat pupilární reakci 
na červený a modrý světelný stimulus ve 
skupině zdravých osob pomocí vlastního 
protokolu a dostupného technického vy-

bavení a zjistit, zda a ve kterých paramet-
rech se pupilografické křivky liší, aby bylo 
v budoucnu možné použít tento postup 
pro klinické účely.

Soubor a metodika
Studie byla provedena v pupilografické 
laboratoři na oční klinice v Tübingenu. 
Do studie byly zařazeny zdravé osoby 
s normálním oftalmologickým nálezem 
z řad zaměstnanců oční kliniky a přá-
tel autorů studie. U všech zúčastněných 
osob bylo před měřením zornicové reakce 
provedeno běžné oftalmologické vyšet-
ření k vyloučení oční patologie (vyšet-
ření zrakové ostrosti, změření nitrooč-
ního tlaku, vyšetření zornicových reakcí, 
vyšetření předního a zadního očního seg-
mentu na štěrbinové lampě). S výjimkou 
korekce refrakční vady brýlemi nebo kon-
taktními čočkami se nikdo z osob ve stu-
dovaném souboru s očima neléčil. Stu-
die byla schválena etickou komisí lékařské 
fakulty na univerzitě v Tübingenu v Ně-
mecku. Účastníci studie byli podrobně in-
formováni o účelu a průběhu studie a po-
depsali souhlas se svou účastí ve studii.

K vyšetření zornicové reakce byl pou-
žit přístroj Compact Integrated Pupillo-
graph (CIP, výrobce AMTech, Německo, 
obr. 1). Měření probíhalo v zatemněné 
místnosti. Při vyšetření bylo vždy jedno 
oko osvětleno barevným světlem a zor-
nicová reakce byla měřena na druhém 
oku pomocí infračervené videokamery. 
Do studie pak bylo u každé osoby za-
řazeno jen pravé oko. Ke stimulaci bylo 
použito červené (605 ± 20 nm) nebo 
modré (420 ± 20 nm) světlo o intenzitě 
28 lx, které difuzně osvětlovalo stimulo-
vané oko po dobu 4 s. Rozlišení přístroje 
bylo 0,01 mm a jeho vzorkovací frekvence 
250 Hz. 

Každý stimulus byl prezentován pět-
krát. Z pěti odpovědí zornice byla zjištěna 
průměrná amplituda pupilární reakce na 
daný barevný podnět a ta byla použita 
pro další výpočty. Byly hodnoceny násle-
dující parametry pupilární reakce: výchozí 
průměr zornice, latence do maximálního 
zúžení zornice, relativní pupilární ampli-
tuda při maximálním zúžení zornice (podíl 
změny průměru zornice po prezentaci sti-
mulu a jejího výchozího průměru), rela-
tivní pupilární amplituda 3 s po zahájení 
stimulu, relativní pupilární amplituda při 
ukončení stimulu, 3 s po vypnutí stimulu 
a 7 s po vypnutí stimulu. Relativní pupi-Obr. 1. Přístroj Compact Integrated Pupillograph.
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lární amplituda byla ve všech případech 
definována jako podíl průměru zornice 
v daný okamžik a jejího výchozího prů-
měru. Všechny zjišťované parametry pupi-
lární reakce byly ve studovaném souboru 
následně srovnány pro červený a modrý 
stimulus pomocí párového t-testu.

Výsledky
Do studovaného souboru bylo zařa-
zeno 17 očí 17 zdravých osob. Průměrný 
věk osob ve studovaném souboru byl 
55,6 ± 11,7 let. V tab. 1 jsou uvedeny prů-
měrné hodnoty všech měřených parame-
trů zornicové reakce pro červený a modrý 
stimulus a jejich standardní odchylka. 
V posledním sloupci tabulky je statistická 
významnost „p“ rozdílu obou hodnot po 
vyhodnocení t-testem. S výjimkou výcho-
zího průměru zornice (p = 0,148) byly roz-
díly v parametrech zornicové reakce na 
červený a modrý stimulus ve všech přípa-
dech statisticky významné (p = 0,001).

Na grafu 1 je prezentována průměrná 
zornicová reakce na červený a modrý 
podnět ve studovaném souboru. Rozdíl 
v průběhu zornicové reakce na červený 
a modrý podnět je jasně patrný. Při osvitu 
zornice modrým světlem byla relativní 
amplituda významně větší a latence pupi-
lární reakce významně delší než při půso-
bení červeného světla. Při působení mod-
rého světla převažovala prolongovaná 
(„sustained“) kontrakce zornice, zatímco 
při působení červeného světla přechodná 
(„transient“) kontrakce zornice.

Diskuze
Pupilární reflex kontroluje změnou prů-
měru zornice množství světla dopadají-
cího na sítnici. Pupilární reflex byl u člo-
věka spojován pouze s aktivací tyčinek 
v šeru a čípků při denním osvětlení. 
Z těchto klasických fotoreceptorů byla 
informace vedena pomocí bipolárních, 
amakrinních a horizontálních buněk sít-
nice ke gangliovým buňkám sítnice a je-
jich axony dále do mozku. Před 10 lety 
však Lucas et al prokázali, že u pokus-
ných myší postrádajících tyčinky i čípky 
byla pupilární reakce na osvit sice sní-
žená, nicméně však přítomná. Zároveň byl 
u těchto zvířat zachován normální cirka-
diánní rytmus [12]. Krátce nato se poda-
řilo identifikovat podskupinu vnitřně fo-
tosenzitivních gangliových buněk sítnice 
obsahujících melanopsin [2,13], které se 
na rozdíl od tyčinek a čípku neúčastní 

tvorby zrakového vjemu, nýbrž se podí-
lejí na zajištění cirkadiánního rytmu a zor-
nicového reflexu [3,4,14]. Axony těchto 
buněk vedou do oblasti dorzálního střed-
ního mozku (centrum pupilárního reflexu) 
a do hypothalamu (centrum pro cirka-
diánní rytmus). 

Pupilární reakce na osvit je tedy kombi-
nací aktivity tyčinek, čípků a gangliových 
buněk sítnice obsahujících melanopsin. 
Nejčastěji se při pupilometrii používá bílé 
světlo. Bílé světlo však zahrnuje široké 
spektrum vlnových délek, takže dochází 
k sumaci odpovědí všech fotosenzitiv-
ních buněk sítnice účastnících se pupilární 
reakce. Chromatická pupilografie na-
opak umožňuje odlišit jednotlivé popu-
lace buněk, které k této sumaci přispívají. 
V naší studii jsme se zabývali srovnáním 
pupilární reakce na červené a modré svě-
telné stimuly v souboru zdravých osob. 
Červené světlo má dlouhou vlnovou délku 
a aktivuje zejména čípky. Modré světlo re-
prezentuje krátkou vlnovou délku, na kte-
rou reagují při nízkých intenzitách tyčinky, 
s rostoucí intenzitou osvětlení se přidávají 
gangliové buňky sítnice obsahující mela-
nopsin a částečně také čípky. Podle do-
savadních poznatků dochází k přímé 
(vnitřní) aktivaci gangliových buněk s ob-
sahem melanopsinu zejména při stimulaci 
světelnými podněty o krátké vlnové délce 
(cca 482 nm), velké intenzitě (100 cd/ m2) 
a dlouhém trvání (13 s) [5]. 

Při osvitu zornice modrým světlem byla 
v naší studii relativní pupilární amplituda 
významně větší a latence do maximálního 
zúžení zornice významně delší než při pů-
sobení červeného světla. Lze se tedy do-

mnívat, že za navýšením amplitudy při 
působení modrého světla stojí zapojení 
gangliových buněk s obsahem melano-
psinu do pupilární odpovědi. Delší latence 
pupilární reakce na modrý stimulus rovněž 
podporuje dosavadní poznatky o chování 
gangliových buněk obsahujících melano-
psin. Elektrofyziologická studie Daceyho 
et al, kteří měřili akční potenciály z jediné 
gangliové buňky s obsahem melanopsinu 
izolované in vitro ze sítnice opice makaka, 
totiž ukázala, že po přímé depolarizaci 
této gangliové buňky následuje dlouhá la-
tence k dosažení prvního akčního poten-
ciálu. Rychlost výbojů pak pomalu narůstá 
až do dosažení maxima, které je přímo 
úměrné světelné intenzitě, a poté je rych-
lost výbojů udržována v konstantním 
stavu po celou dobu trvání světelného sti-
mulu. Po ukončení osvitu neklesne fre-
kvence výbojů náhle, nýbrž postupně. 
Naopak při hyperpolarizaci tyčinek a čípků 
je latence do počáteční depolarizace gan-
gliových buněk sítnice krátká, počáteční 
výboj ihned dosahuje maxima a následně 
se frekvence výbojů rychle snižuje, což 
ukazuje na časnou adaptaci těchto klasic-
kých fotoreceptorů [15].

Zmíněným elektrofyziologickým cha-
rakteristikám sítnicových fotorecep-
torů odpovídají dvě fáze pupilární reakce 
během zúžení zornice. Když se rozsvítí 
světelný stimulus, nastává rychlé a oka-
mžité zúžení zornice do dosažení maxima 
neboli tzv. maximální konstrikční ampli-
tudy. Tato časná, přechodná („transient“) 
odpověď je následována rychlou pupi-
lární redilatací neboli únikem („escape“), 
který přejde v postupnou, prolongovanou 

Tab. 1. Průměrné hodnoty jednotlivých parametrů pupilární reakce měře-
ných ve studovaném souboru během prezentace modrého nebo červeného 
stimulu. Tučně zvýrazněné hodnoty „p“ ukazují na statisticky významné 
rozdíly mezi zjištěnými hodnotami.

Modré světlo Červené světlo p

Výchozí průměr zornice (mm) 5,43 ± 1,11 5,49 ± 1,18 0,148

Latence do max. zúžení zornice (s) 3,51 ± 0,82 2,11 ± 1,11 0,001

Relativní amplituda 

• při maximálním zúžení zornice (%) 54,7 ± 6,0 42,1 ± 6,0 0,001

• 3s po zapnutí stimulu (%) 53,1 ± 6,1 38,6 ± 6,2 0,001

• při vypnutí stimulu (%) 54,0 ± 5,8 38,1 ± 6,4 0,001

• 3 s po vypnutí stimulu (%) 24,3 ± 7,0 12,5 ± 5,2 0,001

• 7 s po vypnutí stimulu (%) 15,3 ± 6,4 5,0 ± 4,2 0,001
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(„sustained“) pupilární konstrikci. Ta po-
kračuje po zbytek trvání stimulu. „Pře-
chodná“ a „prolongovaná“ komponenta 
pupilárního reflexu může být vysvětlena 
rozdílným přispěním tyčinek, čípků a gan-
gliových buněk sítnice s obsahem mela-
nopsinu při zpracování světla [5]. V naší 
studii při působení modrého světla převa-
žovala prolongovaná („sustained“) kon-
trakce zornice, zatímco při působení čer-
veného světla přechodná („transient“) 
kontrakce zornice. Prolongovaná pupi-
lární kontrakce při prezentaci modrého 
stimulu dokumentuje déletrvající elek-
trické výboje gangliových buněk s obsa-
hem melanopsinu. Při stimulaci červeným 
světlem nebyla prolongovaná kontrakce 
zornice patrná.

Využití chromatické pupilografie u one-
mocnění sítnice je zatím ve fázi klinických 
studií. Různé vyšetřovací protokoly jsou 
testovány zejména u pacientů s dysfunkcí 
tyčinek a čípků. Všechny protokoly vychází 
z předpokladu, že tyčinky (absorpční ma-
ximum 498 nm) reagují nejlépe na modré 
světlo o nízké intenzitě a gangliové buňky 
s obsahem melanopsinu jsou citlivé na 
modré světlo o mnohem vyšší intenzitě. 
S- čípky (čípky s absorpčním maximem při 
460 nm, tedy při krátkých vlnových dél-
kách) přispívají k pupilární reakci při hod-
notách světelnosti asi o 3 log více, než je 
dostačující pro tyčinky. L/ M čípky (čípky se 
spektrální citlivostí ke středním (530 nm) 

a dlouhým (560 nm) vlnovým délkám) 
mohou být naopak samostatně stimulo-
vány při vlnových délkách nad 620 nm, 
při kterých tyčinky, gangliové buňky 
a S- čípky nereagují [16,17]. Kardon et al 
při vývoji jejich protokolu chromatické pu-
pilografie vyšetřili i pacienta s retinitis pig-
mentosa, což je hereditární dystrofie sít-
nice postihující tyčinky a čípky. Pupilární 
odpověď na modré světlo nízké a střední 
intenzity byla ve srovnání se zdravými oso-
bami výrazně snížená (v důsledku převa-
žujícího postižení tyčinek) a odpověď na 
červené světlo byla mírně snížená (v dů-
sledku postižení čípků). Pupilární reakce 
na intenzivní modré světlo však snížená 
nebyla, pravděpodobně díky zachované 
vnitřní aktivaci gangliových buněk s ob-
sahem melanopsinu, které u retinitis pig-
mentosa nejsou postiženy [7]. Rovněž ve 
své další studii hodnotili Kardon et al pu-
pilární reakci na barevné podněty, ten-
tokrát u větší skupiny pacientů s retinitis 
pigmentosa. Byly nalezeny významné roz-
díly mezi pacienty s retinitis pigmentosa 
a zdravými osobami při testovacích pod-
mínkách, které měly zdůraznit přispění ty-
činek (1 cd/ m2, modré světlo) nebo čípků 
(100 cd/ m2, červené světlo). V obou pří-
padech byla pupilární odpověď u pa-
cientů s retinitis pigmentosa ve srovnání 
se zdravými osobami významně snížená, 
nicméně přítomná i u pacientů s vyhaslým 
elektroretinogramem (ERG). Navzdory

slibným výsledkům byla však u dvou pa-
cientů ve studii pupilární odpověď i přes 
abnormální ERG srovnatelná se zdravými 
osobami. Autoři proto konstatují, že jejich 
současný testovací protokol ještě není do-
statečně selektivní pro aktivaci jednotli-
vých populací fotoreceptorů [9]. Kawasaki 
et al srovnávali pomocí pupilární reakce 
funkci tyčinek, čípků a gangliových buněk 
s obsahem melanopsinu u devíti pacientů 
s autozomálně dominantně dědičnou for-
mou retinitis pigmentosa a 12 zdravých 
osob. Pupilární odpověď na modré světlo 
nízké intenzity po adaptaci na tmu byla 
u pacientů s retinitis pigmentosa snížená, 
což pravděpodobně reflektovalo sníženou 
funkci tyčinek, a dále se s progresí one-
mocnění snižovala. Pupilární reakce na 
červené světlo se u nemocných očí adap-
tovaných na světlo naopak nelišila od pu-
pilární reakce zdravých osob. Překvapivě 
ale byla u pacientů s retinitis pigmentosa 
významně snížená i pupilární odpověď 
zprostředkovaná gangliovými buňkami 
s obsahem melanopsinu. Autoři studie 
zdůrazňují, že s ohledem na korelaci am-
plitudy pupilární reakce a progrese one-
mocnění lze chromatickou pupilografii 
využít pro detailnější monitorování dege-
nerace fotoreceptorů, než nabízí klasická 
elektroretinografie [11]. 

Dalším parametrem, který lze sledo-
vat při hodnocení příspěvku gangliových 
buněk sítnice s obsahem melanopsinu 
k pupilárnímu reflexu, je protrahovaná 
kontrakce zornice po vypnutí stimulu 
(Postillumination Pupil Response, PIRP). 
Ve srovnání s jasným, červeným stimulem 
probíhá redilatace zornice po ukončení 
modrého stimulu o vysoké intenzitě opož-
děně v důsledku protrahované elektrické 
aktivity gangliových buněk sítnice obsa-
hujících melanopsin [18]. Bylo prokázáno, 
že u pacientů s glaukomem se s progresí 
onemocnění parametr PIRP zkracuje, což 
potvrzuje úbytek gangliových buněk sít-
nice u tohoto onemocnění [19,20].

Současné vyšetřovací metody, které 
hodnotí zrakové funkce, jsou převážně 
metody subjektivní. Vyžadují dobrou spo-
lupráci pacienta a nelze vyloučit fluktuaci 
výsledků. Naopak pupilometrie je metoda 
objektivní, protože pupilární reflex závisí 
na aktivních nervových spojeních mezi sít-
nicí a mozkovým kmenem a ty nemohou 
být pacientem ovlivněny. Na základě do-
savadních výsledků se chromatická pupi-
lografie jeví jako vysoce citlivá metoda, jež 
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Graf 1. Průměrná zornicová reakce na červený a modrý podnět ve studovaném 
souboru.
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dokáže objektivně zhodnotit funkci jed-
notlivých populací fotosenzitivních buněk 
sítnice. To může být velmi výhodné při 
hodnocení progrese onemocnění nebo 
přínosu léčby. Jako přínosné se jeví ze-
jména její využití při vyšetřování pacientů 
s degenerativním onemocněním sítnice či 
při kvantifikaci přínosu nových léčebných 
postupů u pacientů zařazených do expe-
rimentálních studií. Pomocí našeho vyšet-
řovacího protokolu bylo možné vysledo-
vat u zdravých osob rozdíly v parametrech 
pupilární reakce na červené a modré 
světlo, a potvrdit tak podíl gangliových 
buněk sítnice s obsahem melanopsinu na 
pupilární reakci. V další studii plánujeme 
aplikovat náš protokol pro srovnání pa-
rametrů pupilární reakce mezi souborem 
zdravých osob a pacienty s onemocněním 
sítnice a zrakové dráhy.
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