MECHANISMY PAMETI

*Fyziologie
synaptickeho spojeni

eMechanismy
jednoduchého uceni u
modeloveho
organismu (Aplysie)

eSynapticka plasticita
u savcu

Dlouhodoba
potenciace - LTP

eVztah LTP a paméti




KONCEPCE PAMETI JAKO SCHOPNOSTI
MODIFIKOVAT SVE CHOVANI NA ZAKLADE
ZKUSENOSTI

 We consider learning to be an adaptive
change in behavior caused by experience

e Memory refers to the internal storage and
recall of previously learned behaviors.
(Forgetting is the loss of storage or recall.)

 Modifikace chovani ma svuj zaklad v
plastickych zménach v Cinnosti nervovych
spoju (synaptické plasticite), které jsou
podkladem zmén v chovani.




SYNAPSE




SYNAPTICKA SPOJENI

 Chemicka synapse - priklad
nervosvalové spojeni - dochazi zde k
vylevu neuroprenasece

* Elektricka synapse - gap junction -
elektricky signal prechazi z jedné bunky
na druhou - konexinové mustky, v CNS na
neuronech, glii, hojné u bezobratlych

« Synapticka plasticita - dobre doloZena na
chemickych synapsich.




ELEKTRICKA SYNAPSE - GAP JUNCTION
STERBINOVITE SPOJENI




ELEKTRICKA SYNAPSE
- STERBINOVITE SPOJENI

 Primé nizkoodporove
elektrické propojeni dvou
bunék - H20, ionty, malé
molekuly

e -ztoho vyplyva - absence
synaptického zpozdéni,
typického pro chemickou
synapsi.

 Méné mechanismii pro
plasticitu
e AvSak existujl usmeérnujici
gap junctions, pro Které je
vodivost vjednom smeéru
podstatneé vyssSi nez v
druhém

Glie, neurony, vyvoj, dospélost




CHEMICKA SYNAPSE

Obecné vzato se jedna o spojeni jedné nervové bunky s
jinou, popr. s jinou efektorovou bunkou (svalovou,
AEVAQY11)

Lidsky mozek obsahuje radoveé 10 4 synapsi (100-500
trilionu)

Ch.S. Sherrington - autor terminu synapse (recké ,syn“ -
spolu a haptein” - obejmout, stisknout).

Typicky neuron tvori radove tisice synapsi.

 Axodendritické, axo-axonalni, axosomatické, atd.

Synaptickeé zpozdéni (cca 1ms) - doba potrebna ke vtoku
vapniku do zakonceni a Kk fuzi synaptickych vezikulu s
membranou




CHEMICKA SYNAPSE




CHEMICKA SYNAPSE

AKcCni potencial na presynaptickém neuronu ->
depolarizace nervového zakonceni, vstup Ca%* do
zakonceni

Neuroprenasec skladovan v synaptickych vaccich
(vesicles)

Vylev neuroprenasece - fize membrany vezikulu s
membranou terminaly (SNARE, SNAP proteiny atd.)

Kvantovy obsah (uvolnény pocet kvant) - Kvantova
velikost (pocCet molekul v kvantu)

Difuze neuroprenasece skrze stérbinu, vazba na
postsynaptické receptory.

Odpoved




NERVOSVALOVE SPOJENI JAKO
MODELOVA CHEMICKA SYNAPSE

Nervosvalové spojeni, ploténka (motor endplate,
neuromuscular junction) - Klasicky preparat studovany
témer od poloviny minulého stoleti.

Motoricky axon tvori synapsi na kosternim svalovém vlakné.

PrenasecCem je acetylcholin, kontrasnmiter ATP,
postsynapticky vazan na acetylcholinové receptory
nikotinového typu (nAChR)

Tento prenos je postsynapticky inhibovan pomoci kurare

Vylev Ach blokovan napr. botulotoxinem (enzymaticky jed),
interferuje s mechanismem vylevu

nAchR - ionotropni receptor - tvori kationtovy kanal




NERVOSVALOVE SPOJENI

 Vylev acetylcholinu - 1 vacek odpovida jednomu kvantu
- obsahuje cca 30000 molekul Ach

* Evokovany ploténkovy potencial > vylev mnoha kvant

e Spontanni miniaturni ploténkovy potencial (miniature
endplate potential - MEPP) - obCasny spontani vylev
jednoho kvanta - vyvola na svalu podprahovou

prechodnou depolarizaci




NERVOSVALOVE SPOJENI

Vylev acetylcholinu - 1 vacek odpovida jednomu kvantu
- obsahuje cca 30000 molekul Ach

Evokovany ploténkovy potencial > vylev mnoha kvant

Spontanni miniaturni ploténkovy potencial (miniature
endplate potential - MEPP) - obCasny spontani vylev
jednoho kvanta - vyvola na svalu podprahovou
prechodnou depolarizaci

Ach uvolnovan také nekvantove (non-quantal release)
objevitelé Katz a Miledi a soucasné Vyskocil a Illés.
Jedna se o kontinualni sekreci Ach, patrné pres

acetylcholinovy vezikularni transporter.




SYNAPSE




CHEMICKE SYNAPSE V CNS

 Na chemickeé synapsi najdeme radu cilovych
struktur na kterych lze zesilovat silu prenosu
(synapticka plasticita)

* Napr. zesileni odpoveédi receptoru jejich
fosforylaci, inserci novych receptoru do
membrany, desensitizace receptoru, popr.
zvetsenim kvantového obsahu presynapticky
- retrogradnim signalem




SYNAPTICKE SPOJENI

Excitacni a
inhibicni
synapse
Postsynapticky
potencial

Depolarizace,
hyperolarizace

Sumace casova «—— Popl

2 <«—Ep ation

a prostorova PS opike
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A population field potential (“EPSP”)
evoked
in the dentate gyrus




SYNAPTICKA PLASTICITA

* Je pravdépodobné mechanismem, jakym
jsou uchovavany informace v pameéti.

 Mohla by byt podkladem nejen uceni a
pameéti, ale i dlouhodobéjsSich vzorcu
chovani.

e Plasticita ma vyznam patrné i vdrogove
zavislosti a napr. i dlouhodobé a
neuropatické bolesti

* Je pristupna experimentalnimu
zKkoumani, da se mérit napr.
elektrofyziologicky




SYNAPTICKA PLASTICITA

« Synapticka plasticita je definovana jako schopnost
synapse zmeénit svoji synaptickou silu (synaptic
strength) v zavislosti na vlastni aktiviteé

e Synapticka sila

* je mira zmeény postsynaptického potencialu
evokovaného aktivaci presynaptického zakonceni
a naslednym vylevem neuroprenasece.

* De facto, uCinnost, efektivita synaptického
prenosu

e« Zména drazdivosti postsynaptické membrany dana
opakovanou aktivaci presynaptického a
postsynaptického neuronu

e (tato definice se blizi pojeti Hebba).




SYNAPTICKA PLASTICITA

e Santiago Ramon y Cajal
(1852-1934) byl v roce
1894 prvnim, kdo navrhl
predstavu, Ze uceni neni
zprostredkovano
prirustkem poctu neuronii,
ale ke zméné sil spojeni

mezi témito neurony.

e A7 do druhé poloviny 20.
stoleti neméli védci
nastroje, jak tyto zmény
merit




HEBBUV ZAKON

Cells that fire toghether, wire together*
* Hebbiiv zakon

(Hebb, D. 0. (1949) The Organization of Behavior, John Wiley
& Sons, Inc., N.Y)

 ,When an axon of cell A is near enough to excite a cell B and
repeatedly or persistently takes part in firing it, some growth
process or metabolic change takes place in one or both cells such
that A's efficiency, as one of the cells firing B,
is increased.”

« Hebbovska synapticka plasticita byla studovana casto u nizsSich
zivoCichu, napr. Aplysie (E. Kandel) - Velké neurony, definovana

spojeni, apod..




MARRUV MODEL FORMOVANI
PAMETOVYCH STOP (1971)

David Courtnay Marr (1945-1980) - britsky
neurobiolog a psycholog, zabyval se
predevsim vidénim.

Vr. 1971 navrhnul autoasociativni model
archikortikalni (hipokampalni)
reprezentace pameéti, kdy aktivovaneé
neurony vytvarely vzajemna spojeni na
zakladeé zvyseni synaptické ucinnosti

a nasledné po vytvoreni sité stacila aktivace
casti bunék k obnoveni funkce celé sité.

Model zaloZen na modifikaci synaptickych
spojeni pomoci zkusenosti, umoznoval
vybaveni pamétove stopy i na zakladé
castecCné informace.

Model se stal vychodiskem pro mnoho
hypotéz o funkci hipokampu, z nichz nékteré

bYly pOtVI'ZCIly. "Simple memory: a theory for archicortex." Phil.
Trans. Royal Soc. London, 262:23-81 (1971)




MECHANISMY SYNAPTICKE PLASTICITY

Mechanismu, které vedou k synaptické plasticite, je
mnoho.

o fosforylace receptoru,

e zvySeni intracelularniho Ca2+,

e vkladani receptoru do syn. stérbiny,
e syntéza novych bilkovin,

e zvySeni poctu synaptickych knoflikii,

e raseni kolateralnich vlaken (sprouting)

e zvySeni vylevu z presynaptickeé terminaly
prostrednictvim retrogradniho signalu




STUDIUM PLASTICITY U JEDNODUCHYCH
ORGANISMU - APLYSIA CALIFORNICA

e Nékolik tisic snadno identifikovatelnych, pomérneé
velkych neuronti.

e Zpravidla se studuje odpovéd zaber (gill) na
podrazdeéni sifonu (siphon), kKterym zvire nasava a
filtruje morskou vodu. Nékdy védci studuji i
zatahovani sifonu

e Sifon je inervovan senzorickym neuronem (LE
mechanosenzorem), ktery je synapticky spojen s
postsynaptickym motorickym neuronem (L7)

inervujicim Zabry




MECHANISMY JEDNODUCHEHO
UCENI U MORSKEHO ZEJE
(APLYSIA)

Eric Kandel - Nobelova cena za 1ékarstvi a fyziologii (r. 2000)




HABITUACE ZATAHOVACIHO
REFLEXU ZABER U APLYSIE

Pri opakovaném drazdéni doslo jak ke snizeni behavioralnich odpovédi,
tak ke snizeni amplitudy postsynaptického potencialu.




KLASICKE (PAVLOVOVSKE) PODMINOVANI
ZATAHOVACIHO REFLEXU SIFONU U

APLYSIE




SYNAPTICKE ZMENY V DUSLEDKU
UCENI U APLYSIE

Kandel zjistil, Ze v dusledku
dlouhodobé habituace
(opakovanou taktilni stimulaci)
nebo senzitizace (opakovanym
sokovanim do ocasku) dochazi u
zeje ke zmeéné poctu synaptickych
spojeni - v dusledku toho i ke
zmeéné ucinnosti synaptického
prenosu

= jeden z piikladti SYNAPTICKE
PLASTICITY

Avsak zvySeni poctu synapsi je

pouze jeden z mechanismii...




OPERANTNI PODMINOVANI U APLYSIE

 Hawkins, R.D., Clark, G.A., & Kandel, E.R. (2006). Operant Conditioning of
Gill Withdrawal in Aplysia. The Journal of Neuroscience, 26, 2443-2448.

 Pokud Aplysie povolila Zzabry po urcitou hranici,
byla , potrestana“ mirnym sokem do ocasku.

e Zvirata se naucila operantné zatahovat zabry, aby
se vyhnula potrestani.

 Vzhledem Kk tomu, Ze neurony inervujici struktury,
které se tohoto chovani ucastni, jsou jiz
identifikovany, otevrelo to cestu ke studiu
mechanismu tohoto typu uceni.

e Michel M, Green CL, Eskin A, Lyons LC. PKG-mediated MAPK
signaling is necessary for long-term operant memory in Aplysia.
Learn Mem. 2011;18(2):108-17.




OD BEZOBRATLYCH K SAVCUM

* Synapticka plasticita je pozorovatelna samozrejme
i u vyssich obratlovcu, a dlouho se predpokladalo,
Ze by mohla byt podkladem uchovavani
pameétovych stop.

 Dlouhodoba potenciace a dlouhodoba deprese -
LTP a LTD - horci kandidati na neuralni substrat

uceni a pameti




EPSP

EPSP (intracelularné - u vétsich vlaken, popr. pomoci
techniky tercikového zamku

fEPSP (field-EPSP) - extracelularné, pripada v avahu u
struktur s pravidelnym usporadanim neuronu do
vrstev Ci lamin - napr. hipokampus




LTP ALTD

 Dlouhodobé zvyseni, resp. snizeni odpoveédi,
neboli amplitudy EPSP pro predchozi
tetanicke stimulaci

e Ma dvé faze: casnou (E-LTP) a pozdni (L-LTP)

 Casna faze je nezavisla na proteosynteéze,

pozdni na ni zavisi




EXISTUJE VICE MOZNOSTI ZESILENI
SYNAPTICKE UCINNOSTI

Inzerce novych receptorii do postsynaptické
membrany - vétsi odpovédi na stejné mnozstvi
neuroprenasece

ZvySeni vylevu prostirednictvim retrogradniho signalu
- nejasné, uvazuje se o NO, popr. extracelularnich
adheznich molekulach

Raseni novych synaptickych knofliki

Ztenceni krcku dendritického trnu - zména
elektrickych vlastnosti - vyssi excitabilita




DLOUHODOBA POTENCIACE - LTP

Dlouhodobé zvysSeni synaptickych odpovédi post
synaptického neuronu (=amplitudy EPSP) po
tetanickém drazdéni presynaptické terminaly

Stimulus
artefact

A population field potential (“EPSP”) evoked
in the dentate gyrus by stimulating the
perforant path.

Velmi casto se meéri v hipokampu a prilehlych strukturach.




DLOUHODOBA POTENCIACE (LTP)

Dlouhodobé zvySeni synaptickych odpovédi post synaptického neuronu
(=amplitudy EPSP) po tetanickém drazdéni presynaptickeé terminaly.
Nékdy se vyklada jako zesileni komunikace mezi presynaptickym

a postsynaptickym neuronem, na zakladé aktivace obou téchto

neuronu.

Tim Bliss Terje Lemo
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Bliss and Legmo (1973) J. Physiol. 232: 331-356
- LTP poprvé popsana v gyrus dentatus kralika




LTP




DLOUHODOBA POTENCIACE (LTP) VS.
DLOUHODOBA DEPRESE (LTD)




DLOUHODOBA DEPRESE - LTD

 Opak dlouhodobé potenciace,
jde o dlouhodobé snizZeni
ucinnosti synaptického
prenosu nasledkem repetitivni
stimulace presynaptickych
vstupu

* Je to vlastné protéjsek LTP,
z fyziologického hlediska se
zda byt intuitivné nezbytny
(,what goes up, must go
down")

* Vyskytuje se napr. v
hipokampu (nizkofrekvencni
stimulace) nebo v
Purkynovych bunkach
mozecku (silna stimulace)




DLOUHODOBA DEPRESE - LTD

LTD je podminéna zpravidla aktivaci NMDA receptoru (ne vzdy),
ale o nizSi hodnoté, a zvySenim intracelularniho vapniku, avsak
na nizsi hladinu, nez jaka je pozorovana u LTP.

Nékdy se LTD mohou ué€astnit také metabotropni glutamatove
receptory (mGIuR), popf snad i kanabinoidni receptory (také
sprazené s G-proteinem)

Indukce LTD zahrnuje aktivaci fosfataz (defosforylujici enzymy),
které nasledné snizi citlivost glutamatovych receptorua a tim
redukuji postsynaptickou odpovéd na neuroprenaseé€.

MuiZze zahrnovat také internalizaci AMPA receptora z
postsynaptické membrany do intracelularnich kompartmentu.




DLOUHODOBA DEPRESE - LTD

Na synapsich Schafferovych
kolateral (spojeni
hipokampalnich oblasti CA3 a
CAl) lze vyvolat LTP I LTD
tetanickym drazdeéni, klicovym
faktorem pro to, ktery fenomen
bude indukovan, je frekvence
drazdeéni (viz obrazek).

Nizkofrekvenéni stimulace vede
ke vzniku LTD.

LTD je odliSna od tzv.
synapticke depotenciace, coz je
de facto navrat LTP na klidovou
hladinu.

V mozec€ku se LTD ucastni
motorického uceni.




LTP VYKAZUJE SPECIFICITU

* Béhem drazdéni urcitého vstupu dochazi k potenciaci pouze u tohoto
stimulovaného vstupu, a ne u sousednich vstupt (pakliZe nejsou tyto vstupy
funkCné spraZeny, popr. stimulovany soucasné - viz asociativita a kooperativita)




LTP VYKAZUJE ASOCIATIVITU

* Associativita predstavuje fenomén,
kdy relativné slaba stimulace na jednom
vstupu neni dostatecna aby vyvolala LTP,
soucasné silna stimulace na jiném, funkc¢né
asociovaném vstupu vyvola LTP na obou
vstupech.

« Casto je pozorovana napi.na synapsich
Schafferovych kolateral z hipokampalni
oblasti CA3 do CA1




LTP VYKAZUJE KOOPERATIVITU

LTP muze byt indukovana bud’ silnym tetanickym drazdénim jednoho vstupu,
nebo kooperativné slabSim drazdénim vice vstupt souc¢asné. Pokud je stimulovan
slabé jen jeden vstup, nedosahne depolarizace hodnoty potfebné k indukci LTP.
Pokud je vSak takovouto slabsi stimulaci drdzdéno vice konvergujicich vstup,
muze dojit

k sumaci téchto efekta a nasledné tvorbé dlouhodobé potenciace.

NékteFi autofi zastavaji nazor, ze rozdil mezi kooperativitou a asociativitou je
pouze sémanticky




CASNA A POZDNI FAZE LTP

e (Casna faze - nezavisla
na proteosyntéze

 Induction phase
e Maintenance phase

 Pozdni faze - zavisi na
syntéze novych bilkovin
a remodelaci synapse.

e Induction

e Maintenance




CASNA A POZDNI FAZE LTP - MECHANISMY

eIniciace casné faze - zvysSena aktivace
AMPA receptort - depolarizace -
odblokovani NMDA receptorii - vtok Ca2+ -
Ca-calmodulin kinaza II - PKC - MAPkinaza
(MAPK)

eUdrZovani casné - CMKII a PKC ztraci
zavislost na Ca - perzistentni aktivita >
fosforylace AMPA receptorii, inzerce
rezervnich AMPA receptoru (bez
protesyntézy)

eIndukce pozdni - MAPK (ERK) vykazuje
prezistentni aktivitu

eUdrzovani pozdni - ERK fosforyluje rady
cytosolickych a jadernych molekul, které
nakonec vedou k syntéze specifickych
proteini, které udrzuji late-LTP, predevsim

PKM({
J Neurochem. 2001 Jan;76(1):1-10. The neuronal MAP

kinase cascade: a biochemical signal integration system
subserving synaptic plasticity and memory. Sweatt JD.




UDRZOVACI FAZE POZDNI LTP - HOT SPOT
SOUCASNE NEUROCHEMIE PAMETI

« Béhem udrzovaci faze dochazi pres
kinazy a transkripc¢ni faktory k
syntéze PKM( (zeta), coZ je podtyp
PKC, ktera je po své syntéze
konstitutivné aktivni a reguluje
trafficking a syntézu AMPA receptoru,
reorganizaci synaptickych proteinu a
remodelaci synapse.

« Patrnéijiné kinazy, ale nedavna
studie ukazala, Ze syntéza PKM(
udrzuje specificky pozdni LTP.

 ZvysSe uvedeného vyplyva, ze v
indukci a udrZzovani casné LTP av
indukci pozdni LTP hraje roli mnoho
regulacnich kinaz, ale na PKM( se

patrné signal sbiha




RETROGRADNI SIGNALIZACE

 Nicméne, béhem pozdni LTP dochazi také ke
komunikaci s presynaptickym zakoncenim, nebot
bylo prokazano, ze se zvysuje zasoba synaptickych
vacku v terminale a dochazi k dalSim zménam na
presynaptickych proteinech, méla by tedy existovat
retrogradni signalizace (uvaZuje se o NO, nebo

proteinech extracelularni matrix - viz biologie
bunky)




Teoreticka koncepce studia
vztahu “LTP-pamet”

Zkusenost Zména synaptické ucinnnosti Pamét
(pfirozena plasticita)

Tetanizace Zmeéna ucinnosti ZvySeni evokované
synaptického pfenosu odpovedi (EPSP)
(LTP)

Typy studii zabyvajicich se vztahem LTP - pamét’.

 Vliv uéeni na synaptickou silu a LTP
 Vliv tetanizace (saturace LTP) na ué€eni

* Vliv manipulace (napf.blokady) synaptické plasticity na uéeni pamet’




UCENI PRIMO INDUKUJE LTP

Whitlock JR, Heynen AJ, Shuler MG, Bear MF. Learning induces long-term potentiation

in the hippocampus. Science. 2006; 313(5790):1093-7
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UCENI PRIMO INDUKUJE LTP II

 Whitlock a spol. ukazali, Ze trénink potkanu v uloze
pasivniho vyhybani (o té si povime v kapitole u
pamétovych ulohach) zpusobuje u nékterych
neurontu indukci LTP.

U mnoha z mérenych neuronu vsak LTP indukovana
neni, a to bylo patrné duvodem, proc se na objev
cekalo tak dlouho.

* Je to rovnéz podpurnym dukazem pro ,distributed
memory encoding“ - viz obecny modul




INHIBICE PKMZ VEDE K VYMAZANI JIZ USTAVENE
PAMETOVE STOPY

 Pastalkova E, Serrano P, Pinkhasova D, Wallace E, Fenton AA, Sacktor TC.
Storage of spatial information by the maintenance mechanism of
LTP. Science. 2006;313(5790):1141-4

Specificky blokator PKM( byl aplikovan do hipokampu a zablokoval
jak pozdni LTP, tak vybaveni naucené informace, avsak neovlivni nove
uceni, tzn. ze PKM( nehraje patrné roli v indukci ¢asné LTP

Prokazano bylo, Ze syntéza PKMC( je nezbytnou pro udrzovaci fazi
pozdni LTP




ZIP MAZE PAMETOVOU STOPU, ALE NEBRANI
NOVEMU UCENI.




PROBLEMATICKE OTAZKY

Je LTP indukovana také jinymi typy uceni nez pasivnim vyhybanim?
Maze inhibice PKM{ pomoci peptidu ZIP také jiné druhy paméti nez place

avoidance, coz je kognitivni uloha vysoce zavisla na hipokampu?

Je toto vymazani paméti patrné i v jinych strukturach v mozku nez je
hipokampus?

* Neékteré urcité, napr. chutovou averzi v kortexu, viz: Shema R, Sacktor
TC, Dudai Y. Rapid erasure of long-term memory associations in the
cortex by an inhibitor of PKM zeta. Science; 317(5840):951-3

* Bylo prokazano, Ze u rady typt pameéti tento mechanismus funguje

* Serrano P, Friedman EL, Kenney ], Taubenfeld SM, Zimmerman |JM,
Hanna J, Alberini C, Kelley AE, Maren S, Rudy JW, Yin JC, Sacktor TC,
Fenton AA. PKMzeta maintains spatial, instrumental, and

classically conditioned long-term memories. PLoS Biol. 2008 Dec
23;6(12):2698-706.




NEGATIVNI DUKAZ O PKMZETA A LTP

* Letos vysla prace popisujici transgenni potkany s konstitutivni a
podminénou deleci PKM{ a u nich nebylo pozorovani Zzadné zhorseni
paméti ani LTP.

 Naopak aplikace ZIP témto potkanim vedla k vymazani LTP, zda se Ze ZIP
tedy blokuje doposud neznamé procesy, kromé aktivity na PKM{(

Volk L], Bachman JL, Johnson R, Yu Y, Huganir RL. PKM-( is not required for hippocampal
synaptic plasticity, learning and memory. Nature. 2013;493(7432):420-3

Klicova kompenzace pomoci PKCI/A




»THE STORY CONTINUES"




SHRNUTI
Na pameét je moznéeé a uziteCné nahlizet jako na zmeény v
chovani vyvolané predchozi zkusenosti subjektu

Takovéto zmeény v chovani dané zkusenosti je mozné
pozorovatiu evolucné ,primitivnich” organismu

Tyto zmény chovani jsou zptisobeny zménami v ¢cinnosti
CNS, predevsim zménou v sile synapsi v mozku

Dlouhodoba potenciace (LTP) jako priklad synaptickeé
plasticity by mohla neuronalnim podkladem alespon
nékterych typu pameéti, jeji zablokovani tuto pameét
vyrusi, ale PKMzeta nemusi byt onou ,memory

molecule”







