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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) é uma doen-
¢a neurodegenerativa sem cura, esta asso-
ciada ao envelhecimento e caracteriza-se
pela acumulagdo de inclusdes proteicas
intraneuronais conhecidas como corpos de
Lewy (CL) no cérebro. Os CL sao inclusdes
maioritariamente compostas pela proteina
alfa-sinucleina (aSyn), pensando-se esta-
rem associados a neurodegeneragdo carac-
terfstica na DP. A aSyn esta sujeita a varias
modificagdes pos-tradugdo (MPT) sendo
a mais estudada a fosforilacdo da serina
§129, uma vez que esta modificagdo ocor-
re em mais de 90% da proteina agregada
nos CL. Atualmente ha indicios que esta
e eventualmente outras MPT poderdo ter
um papel patolégico na doenca, mas nao
esta totalmente esclarecido como poderao
influenciar a agregacdo e a toxicidade da
aSyn. A levedura Saccharomyces cerevi-
siae é um organismo eucariota simples e
muito bem caracterizado a nivel celular e
genético. Para além disso, a levedura apre-
senta varios mecanismos celulares que sao
conservados até as células eucariéticas
superiores. Estas caracteristicas fazem da
levedura um modelo celular poderoso no

estudo os mecanismos basicos de varias
doencas, entre as quais as que envolvem
a agregacao de proteinas como a DP. Na
nossa investigacdo temos usado o mode-
lo da levedura da DP em paralelo com
outros modelos celulares e animais para
responder a varias questdes, entre as quais
esclarecer o trinébmio fosforilacdo S129-
-agregacao-toxicidade. Estes estudos tém
contribuido para obter novos dados que
reforcam a ideia que as MPT podem ser
modeladores importantes da agregacdo,
toxicidade e degradacdo da aSyn nas si-
nucleinopatias, abrindo perspetivas para o
desenvolvimento de novas estratégias tera-
péuticas para estas doengas.
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Introdugao

Varias doencgas neurodegenerativas
partilham entre si mecanismos mole-
culares que envolvem a agregacdo de
proteinas especificas. E o caso da doenca
de Alzheimer (DA), a doenca de Parkin-
son (DP), deméncia fronto-temporal,
deméncia com corpos de Lewy (CL),
entre outras (SOTO, 2003; DOBSON,
2003). Ao nivel celular, estas doencgas
envolvem a morte seletiva de populages
de neurdnios especificas de cada uma
delas e que depende do seu estado de
desenvolvimento, enquanto que ao nivel
molecular tém em comum a formacio
de agregados intra ou extracelulares de
proteinas especificas (SOTO, 2003).

As proteinas precisam adotar uma
conformacio que lhes permita desem-
penhar a sua funcdo na célula. No
entanto, algumas proteinas sdo mais
propensas a perder essa conformagéo
funcional, devido a fatores ambientais
ou genéticos, e a adotar conformacdes
alteradas (misfolded) que sédo termodi-
namicamente instaveis e que potenciam
a agregacdo, com a formacédo de dime-
ros, oligémeros, protofibrilas, e fibrilas
amiloide (DOBSON, 2003) (Figura 1).
Este processo tem duas consequéncias:
a perda da funcio bioldgica da proteina
envolvida e a aquisicdo de uma funcio
toxica. Esta toxicidade pode ser devida
a interacéo dos oligémeros soliveis com
as varias estruturas celulares ou porque
os grandes agregados formados pelas
fibrilas amiloide sequestram proteinas
essenciais da célula, interferindo com a
funcionalidade celular. No caso particu-
lar da DP pensa-se que sdo os oligome-
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ros soluveis as espécies mais téxicas da
aSyn (OUTEIRO et al., 2007; CHEN et
al., 2009).

Figura 1 —Relacgéo entre a fosforilacdo da
aSyn em diferentes residuos, a sua
propensdo para agregar e a sua
toxicidade
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A proteina aSyn desempenha um papel central na DP estd
representada no topo da figura. Nesta estédo representadas as
mutacdes associadas as formas genéticas da DP (a vermelho);
o terminal aminico da regido anfipatica da proteina (a azul);
a regido hidrofébica central que contém a componente ndo
amiloide (a roxo); as sequéncias de repeti¢es imperfeitas
KTKEGYV (a amarelo). A proteina aSyn pode ser fosforilada
em varios residuos in vivo (a azul) e in vitro (a verde). Nao se
encontra totalmente esclarecido como é que essas MPT podem
modelar a agregacéo e a toxicidade da proteina.

Fonte: adaptado de Tenreiro et al. (2013, 2014a).

A doenca de Parkinson (DP)

A DP é a doenga neurodegenerativa
motora mais comum afetando 2% da
populacdo acima dos 65 anos e para a
qual o envelhecimento é o principal fator
de risco. Atualmente ndo ha tratamento
disponivel para esta doenca e os medi-
camentos normalmente prescritos aos
pacientes permitem apenas minimizar
alguns dos sintomas da doenga néo im-
pedindo a progressao da neurodegenera-
¢do. Assim, com o0 aumento da esperanca
de vida e o consequente esperado aumen-
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to da incidéncia desta doenca, esta a ser
feito um grande esforco no sentido de se
desenvolveram terapias eficientes bem
como formas de realizar um diagnéstico
mais precoce.

Os sintomas motores da DP caracte-
rizam-se por instabilidade postural, bra-
diquinésia, tremor em repouso, rigidez
muscular. Muitos pacientes apresentam
ainda uma variedade de sintomas néo
motores que normalmente antecedem o
desenvolvimento dos sintomas motores
como depressdo, disautonomia, pertur-
bacoes gastrointestinais e alteracdes do
sono (GALLAGHER; LEES; SCHRAG,
2010; PARK; STACY, 2009; SIMUNT;
SETHI, 2008). Ao nivel patolégico a DP
caracterizacdo pela perda seletiva de
neuroénios dopaminérgicos localizados na
substancia nigra pars compacta e a con-
sequente redugdo da dopamina no corpo
estriado. Os neurdnios sobreviventes
apresentam inclusdes proteicas, os CL
(SIMUNTI; SETHI, 2008). Esta doenca
ocorre maioritariamente de forma espo-
radica, sendo fatores de risco conhecidos
a exposicdo continua a toxinas, tais como
pesticidas, herbicidas, fumo do cigarro,
quimicos industriais ou metais (ELBAZ;
MOISAN, 2008). No entanto, cerca de
8-10% dos casos de DP tem sido também
atribuida a fatores genéticos — formas
raras familiares — devido a mutacoes
genéticas em determinados genes que
codificam para proteinas associadas a
doenca (KLEIN; WESTENBERGER,
2012).
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A proteina central da DP:
a alfa-sinucleina (aSyn)

A proteina a alfa-sinucleina (aSyn)
desempenha um papel central na DP e
em outras doencas designadas por sinu-
cleinopatias. Esta pequena proteina de
140 aminoacidos tem localizac¢éo predo-
minante nos terminais pré-sindapticos. A
aSyn nfdo tem uma estrutura secundaria
definida embora quando interaja com
lipidos o seu N-terminal tenda a formar
uma alfa-hélice. A func¢édo da aSyn néo
esta totalmente clarificada, mas resulta-
dos obtidos em camundongos transgéni-
cos onde a sua expressio foi abolida ou
super-expressa indica que estd envolvida
em plasticidade e transmisséo sinaptica
(LASHUEL et al., 2013).

A aSyn foi primeiro identificada
como sendo a principal proteina agre-
gada nos CL, caracteristicos da DP e
de outras sinucleinopatias (BAYER et
al., 1999). O gene que codifica a aSyn, o
SNCA, foi o primeiro identificado como
estando associado a formas genéticas
da doenca devido a mutagdes pontuais,
A30P, E46K, H50Q, G51D e A53T/E
(KRUGER et al., 1998; APPEL-CRESS-
WELLet al., 2013; LESAGE et al., 2013;
POLYMEROPOULOS et al., 1997; ZAR-
RANZ et al., 2004), ou a duplicagées e tri-
plicacdes do locus do gene (SINGLETON
et al., 2003; CHARTIER-HARLIN et al.,
2004). Além disso, certos polimorfismos
no gene SNCA representam fatores de
risco para o desenvolvimento das formas
esporadicas da doengca (EDWARDS et
al., 2010; SATAKE et al., 2009; SIMON-
SANCHEZ et al., 2009). Todas estas al-
teracdes tém como ultima consequéncia
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a aquisicdo de uma funcfo téxica para
a proteina aSyn que na maioria dos
casos esta associada ao aumento da sua
expresséo proteica (SINGLETON et al.,
2003; ROSS et al., 2008).

Sabe-se que a agregacdo da aSyn
desencadeia uma série de mecanismos
de toxicidade que envolvem aumento do
stress oxidativo, disfun¢édo mitocondrial,
da autofagia e do proteossoma, altera-
¢oes do trafico vesicular e da endocitose
(WALES et al., 2013).

A levedura como modelo no estudo
da DP

Uma das grandes limita¢des na
area da investigacdo da DP tem sido a
inexisténcia de um modelo animal que
mimetize todas as caracteristicas da do-
enca, desde agregacdo até aos sintomas
motores. Assim, a estratégia de muitos
grupos de investigacdo tem sido recorrer
a diferentes modelos celulares e/ou ani-
mais da doenca em paralelo ou de forma
sequencial, para responder a perguntas
cientificas concretas. Apesar de cada
modelo ter vantagens e desvantagens, a
utilizacdo de um dado modelo em detri-
mento de outro pode ser uma mais valia,
desde que adequado a questéo cientifica
que se pretende esclarecer.

Neste contexto, a levedura Saccha-
romyces cerevisiae tem sido um modelo
muito versatil para esclarecer meca-
nismos basicos conservados associados
a DP (TENREIRO; OUTEIRO, 2010;
TENREIRO et al., 2013; OUTEIRO;
LINDQUIST, 2003). A levedura é tam-
bém um modelo aceite para estudar
mecanismos moleculares conservados
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do envelhecimento (KAEBERLEIN;
BURTNER; KENNEDY, 2007), além de
outras doencas humanas (BOTSTEIN;
FINK, 2011).

Vulgarmente conhecida como a leve-
dura de padeiro ou da cerveja, a levedura
é muito facil de cultivar em laboratoério
envolvendo baixos custos. E também
facil de manipular geneticamente por ter
uma elevada eficiéncia de transformacéo
e uma eficiente via de recombinacéo
homoéloga que permitem eliminar ou
mutar o seu genoma ou mesmo inserir
ADN exdgeno com elevada eficiéncia
(SUGIYAMA et al., 2009). Foi devido
a estas caracteristicas que a levedura
S. cerevisiae foi o primeiro organismo
eucariotico a ter o seu genoma completa-
mente sequenciado em 1996 (GOFFEAU
et al., 1996). Atualmente, cerca de 80%
dos seus cerca de 6000 genes encontram-
-se funcionalmente caracterizados, o que
faz da levedura a célula eucariética mais
bem estuda ao nivel genético e fisiolégi-
co (SUTER; AUERBACH; STAGLJAR,
2006; CHRISTIE; HONG; CHERRY,
2009).

Uma grande vantagem da levedu-
ra relativamente a outros organismos
modelo tem sido a sua utilizacdo em
screenings genéticos tirando partido
das muitas ferramentas biolégicas que
entretanto foram construidas pelos in-
vestigadores que usam este organismo
modelo. Existem disponiveis varias co-
lecdes de estirpes extremamente uteis
para esse fim. Nomeadamente, uma
colecdo de estirpes onde todos os genes
de levedura néo esséncias foram elimi-
nados individualmente (YGDS), ou de
mutantes heterozigéticos onde uma das
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copias de cada um dos genes esséncias foi
eliminada individualmente (WINZELER
et al., 1999); estirpes onde cada um dos
genes de levedura foi colocado em fuséo
com a proteina verde fluorescente (GFP)
(HUH et al., 2003) e uma colecéo de es-
tirpes modificadas para superexpresséo
de PROTEINAS (JONES et al., 2008).
O primeiro modelo da DP em le-
vedura foi desenvolvido por Outeiro e
Lindquist (2003). Neste modelo o gene
humano SNCA que codifica a proteina
aSyn foi expresso em levedura sob a
regulacdo de um promotor induzivel, o
promotor GAL, e com uma fuséo C-ter-
minal com o gene que codifica a GFP. A
expressio de uma copia do gene humano
nio se mostrou téxica para as células de
levedura enquanto que a expressio de
duas cépias do gene induziu toxicidade
(Figura 2). Estes resultados mostraram
que a superexpressdo da proteina aSyn
em levedura é suficiente para induzir
toxicidade, a semelhang¢a do reportado
em algumas formas genéticas da doen-
ca (CHARTIER-HARLIN et al., 2004;
SINGLETON et al., 2003). Paralela-
mente, a proteina aSyn-GFP localiza-se
na membrana plasmatica nas células
contendo apenas uma cépia do gene
humano. No entanto, nas células a ex-
pressar duas cépias do gene humano ha
formacéo de inclusdes intracelulares de
aSyn-GFP (Figura 2). Estudos posterio-
res revelaram que as inclusdes de aSyn
formadas em levedura sdo aglomerados
de vesiculas (SOPER et al., 2008), como
resultado disfuncdo causada por esta
proteina no trafico vesicular (OUTEIRO;
LINDQUIST, 2003; GITLER et al., 2008;
SANCENON et al., 2012). De destacar
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que vesiculas e estruturas membranares
também parecem ser acumuladas na
periferia dos CL presentes em cérebros
de doentes de DP (SOPER et al., 2008).
Além disso, ha indicios que a proteina
aSyn pode formar em levedura, fibrilas
amiloide semelhantes as dos CL uma
vez que algumas inclusdes de aSyn
mostraram marcacdo com compostos
que marcam especificamente este tipo de
conformacdo: a tioflavina S e a tioflavina
T (ZABROCKI et al., 2005; OIEN et al.,
2009). Recentemente o nosso grupo de-
monstrou que a aSyn forma oligémeros
de elevado peso molecular em levedura,
recorrendo a cromatografia de exclusido
molecular (TENREIRO et al., 2014b).

Figura 2 — O modelo da DP em levedura
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A expressao da proteina aSyn em S. cerevisiae é obtida pela
insercdo no genoma da levedura do gene humano SNCA que
codifica a aSyn em fusédo com a GFP sob a regulacéo do pro-
motor regulavel GAL1 (& esquerda) (OUTEIRO; LINDQUIST,
2003). Recorrendo a microscopia de fluorescéncia, observa-se
que a expressdo de uma unica cépia do gene SNCA resulta
na localizacdo da aSyn-GFP na membrana plasmatica. No
entanto, quando duas cépias do gene SNCA sdo expressas na
levedura, observa-se a formacéo de inclusoes citoplasmaéticas
(ao centro). A toxicidade induzida pela expressdo da aSyn
avaliada pela técnica de spots (a direita) revela que enquanto
a expressdo de uma unica cépia do gene néo é toxica para
a levedura, a expressdo de duas cépias afeta o crescimento
celular, o que é indicativo da sua toxicidade.

Fonte: Outeiro e Lindquist (2003).

A toxicidade induzida pela expres-
sdo da aSyn em levedura deve-se a sua
interferéncia em varias vias celulares
como endocitose, trafico vesicular, em
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particular do Reticulo Endoplasmatico
para o Golgi, aumento do stress oxidativo
e da formacéo de espécies reativas de oxi-
génio (ROS), disfuncdo mitocondrial, do
proteassoma e da autofagia (OUTEIRO;
LINDQUIST, 2003; SOPER et al., 2008;
GITLER et al., 2008; ZABROCKI et al.,
2005; SANCENON et al., 2012).

A fosforilagao da alfa-sinucleina na DP

As modificacdes pos-traducédo (MPT)
de proteinas sdo mais de 300 alteracdes
que podem ocorrer em aminodcidos da
sequéncia polipeptidica e que alteram
o tamanho, a carga, estrutura e a con-
formacdo das proteinas. Sdo exemplos
destas modificacoes a fosforilacio, gli-
cosilacdo, glicacdo, acetilacdo, acilagéo,
ubiquitinacdo entre outras. As MPT
podem regular varias caracteristicas
das proteinas, nomeadamente a sua
localizagdo sub-celular, hidrofobilidade,
estabilidade, a interacdo com outras
proteinas e alterar a sua atividade en-
zimatica e funcdo na célula. Ha cada vez
mais exemplos descritos onde alteracoes
do padrao das MPT de proteinas tém
consequéncias patolégicas estando asso-
ciados a doengas humanas (TENREIRO
et al., 2014a).

No caso particular da aSyn, esta
proteina é sujeita a varias MPT como
fosforilacéo, ubiquitinacio, clivagens em
locais especificos do C-terminal, acetila-
cdo do N-terminal, nitracdo, oxidagédo e
sumuilacdo (BEYER, 2006; OUESLATTI;
FOURNIER; LASHUEL, 2010). Destas,
a mais estudada é a fosforilacéo por se
pensar ter um papel patolégico uma
vez que se observou que cerca de 90%
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da proteina aSyn agregada nos CL se
encontra fosforilada no residuo serina
129 (S129) (ANDERSON et al., 2006;
FUJIWARA et al., 2002). No entanto, ndo
é claro se esta fosforilacdo ocorre antes
ou depois da agregacdo e se promove
ou previne a agregacdo. Também néo é
claro se esta modificacdo é protetora ou
aumenta a toxicidade da aSyn (Figura
1). Tal deve-se ao facto de estudos rea-
lizados em diferentes modelos celulares
e animais terem conduzido a conclusées
contraditérias quanto ao trinémio: fos-
forilacdo na S129 (pS129) — toxicidade
— agregacdo (TENREIRO et al., 2014a).
Em particular, estudos realizados em
Drosophila e em camundongos demons-
traram que a pS129 aumenta o caracter
téxico da aSyn (CHEN; FEANY, 2005;
FREICHEL et al., 2007), enquanto que
outros estudos realizados em ratos e no
nematode Caenorhabditis elegans apon-
tavam precisamente no sentido oposto,
com esta fosforilagdo a ter um caracter
protetor (GORBATYUK et al., 2008;
KUWAHARA et al., 2012). Além disso,
diferentes estudos mostraram resultados
contraditérios sobre a relagdo da pS129 e
a agregacdo da aSyn (SMITH et al., 2005;
WAXMAN; GIASSON, 2008). Outros
locais de fosforilagdo foram entretanto
descritos, embora nfo seja ainda claro se
tém ou ndo um papel na DP (Figura 1).
No entanto, ha ja varias evidéncias que
indicam que estas modificacdes podem
afetar a agregacédo e a toxicidade da
aSyn. Nomeadamente, a fosforilagéo da
tirosina 125 (Y125) reverte o efeito toxi-
co da pS129 num modelo de Drosophila
(CHEN et al., 2009). A fosforilacdo na
Y125 encontra-se reduzida em pacientes
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de deméncia com CL e os seus niveis
diminuem com o envelhecimento, o que
parece indicar um papel protetor para
esta fosforilacdo (CHEN et al., 2009). A
fosforilacdo de outro residuo, a tirosina
39 (Y39) foi recentemente descrita em
cérebros humanos mas néo foram dete-
tadas diferencas nos seus niveis entre
doentes de DP e controlos saudaveis
(MAHUL-MELLIER et al., 2014). De
destacar que a fosforilacdo nos residuos
Y39 e Y125 mostrou regular a forma
como a proteina aSyn é degradada pelas
células MAHUL-MELLIER et al., 2014).
Também a fosforilagdo do residuo S87
encontra-se aumentada em pacientes
com sinucleinopatias (PALEOLOGOU
et al., 2010), mas resultados obtidos em
diferentes modelos foram incoerentes
quanto a sua implicacédo na agregacio e
toxicidade da ASYN (WAXMAN; GIAS-
SON, 2008; PALEOLOGOU et al., 2010;
OUESLATI et al., 2012).

A fosforilagdo 5129 da aSyn requla a
degradacao das inclusdes de aSyn no
modelo da levedura de DP

No nosso grupo de investigacéo re-
corremos ao modelo da levedura para
estudar os efeitos da fosforilacdo S129
na agregacio e toxicidade da aSyn. Para
tal utilizdmos dois mutantes da aSyn:
o mutante S129A em que o residuo da
S129 foi substituido do pelo aminoécido
neutro alanina (A), e que é resistente a
fosforilagdo; e o mutante S129E onde
a S129 foi substituida pelo aminoacido
carregado negativamente, o acido glu-
tdmico (E) e que portanto mimetiza a
adicéo do grupo fosfato carregado nega-
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tivamente a serina. Ambos os mutantes
foram gerados recorrendo a engenharia
genética, recorrendo a mutagénese
dirigida realizada sobre a sequéncia
de nucleétidos do gene SNCA. A aSyn
selvagem e os dois mutantes S129A e
S129E foram expressos em levedura sob
a regulacio do promotor induzivel GAL
e em fusdo C-terminal com a proteina
verde fluorescente (TENREIRO et al.,
2014b). Observou-se que o bloqueio da
fosforilagdo S129 aumenta a toxicidade
e a formacao de inclusdes da aSyn. O blo-
queio da fosforilagdo S129 resulta ainda
na formacéo de espécies oligoméricas de
maior peso molecular, em comparagéo
com as espécies formadas pela proteina
selvagem (TENREIRO et al., 2014b).
Por outro lado, observou-se que a aSyn
selvagem é fosforilada no residuo S129
por cinases enddgenas da levedura, re-
correndo a técnica de western-blot e a um
anti-corpo que reconhece especificamen-
te esta fosforilacio (TENREIRO et al.,
2014b). Com efeito, a proteina selvagem
aSyn e a proteina mutante S129E (que
mimetiza a fosforilacdo nesta posicéo)
apresentam niveis equivalentes de toxi-
cidade e de formacao de inclusées.
Para avaliar como a fosforilagéo
S129 afeta a forma como as células de
levedura degradam a aSyn, a expresséo
da proteina selvagem e da mutante
S129A foi bloqueada, por repressao do
promotor GAL com glucose. Observa-
mos que quando a fosforilagdo S129 é
bloqueada a degradacdo da proteina
aSyn é diminuida, em comparacio com
a degradacdo da proteina selvagem. As
vias de degradacido da aSyn em levedura
envolvem o proteassoma e a autofagia.
A inibi¢ao farmacolégica e/ou genética
destas vias revelou que a diferenca
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observada na degradacdo da aSyn sel-
vagem e S129A envolve principalmente
a via da autofagia (TENREIRO et al.,
2014b). Observou-se ainda que quando a
fosforilagdo da aSyn é bloqueada ha uma
deficiente inducdo desta via pelas células
da levedura (TENREIRO et al., 2014b).

Estes resultados demonstraram pela
primeira vez a relacdo entre a fosforila-
cdo da S129 e a degradacéo seletiva da
aSyn, o que real¢a a importancia desta
MPT como um possivel alvo terapéutico
para a DP.

Conclusoes finais

A incidéncia de doencgas associadas
ao envelhecimento sem tratamento
disponivel tem aumentado devido ao
envelhecimento da populag¢éo. Assim, é
urgente desenvolver terapias eficientes
que possam contribuir para um envelhe-
cimento saudavel. Para tal é fundamen-
tal perceber os mecanismos moleculares
basicos subjacentes & neurodegeneracéo
de forma a identificar novos alvos tera-
péuticos. Neste contexto, a levedura tem
demonstrado ser um poderoso modelo de
célula eucariética onde muitos dos pro-
cessos que ocorrem nas células neuronais
séo conservadas e que ja deu conside-
raveis contributos para o conhecimento
cientifico da DP.
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Yeast as a model to study the
molecular basis of Parkinson’s disease

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegen-
erative pathology associated with aging
with no available treatment. PD is charac-
terized by the accumulation of intraneu-
ronal protein inclusions, the Lewy bodies
(LBs). The LBs are mainly constituted by
the protein alfa-synuclein (aSyn) and are
thought to be associated to the neurode-
generation that occurs in PD. aSyn is tar-
get of several post-translational modifica-
tions (PTMs) but the most studied one is
the phosphorylation of S129 as it occurs in
more than 90% of the aggregated protein
in LBs. However, the pathological role of
this and other PTMs in PD is not completed
understood. Yeast Saccharomyces cerevisi-
ae is a simple and well known eukaryote
organism with several cellular mechanisms
that are conserved until higher eukaryotic
cells. Accordingly, yeast has been used as a
powerful cellular model to study basic mo-
lecular mechanisms of disease such as PD.
In our research we have been using yeast
models in parallel with other cellular and
animal models to dissect different ques-
tions related with PD pathobiology, in-
cluding the relation S129phosphorylation
— aggregation-toxicity. These studies have
been contributing to reinforce the notion
that PTMs can be important modulators
of aggregation, toxicity and degradation of
aSyn in synucleinopathies, opening new
perspectives to the development of new
therapeutic strategies for these diseases.

Keywords: Parkinson’s disease. Alpha-

synuclein. Saccharomyces cerevisiae. Pro-
tein aggregation. Aging.
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