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1. Introduccion

ProteinDelta es una aplicacién web para comparar la estructura de una proteina silvestre (WT, wild-type)
con la de su versidon mutada (MUT) y estimar si la mutacion es patogénica. Combina la confianza por
residuo de AlphaFold2 (pLDDT), la estabilidad (AAG), el fitness evolutivo, el desplazamiento estructural
(RMSD), el cambio de superficie accesible (ASASA) y la dimensién fractal (FD) en un Unico score de

patogenicidad (PS_v4).

Este manual recorre la aplicacidn de principio a fin, seccidn por seccion, mostrando donde hacer clicy qué
se obtiene en cada paso. El recorrido empieza con la aplicacidn ya abierta: la pantalla de acceso no se

describe porque se retirara en la proxima version.

1.1 Requisitos

¢ Navegador moderno (Chrome, Edge, Firefox o Safari actualizados) con WebGL activo, necesario para
el visor 3D.

e Conexion a internet: la aplicacién carga sus librerias (Chart.js, 3Dmol.js) desde CDN y descarga
estructuras desde el Protein Data Bank (RCSB).

e Para andlisis con datos reales: una cuenta de Google para ejecutar el notebook en Google Colab con
GPU.

1.2 Como leer las capturas
Todas las capturas se tomaron automaticamente con Playwright sobre la aplicacidn real. Sobre ellas se

anadieron dos tipos de marcas:

e Recuadro rojo con nimero: sefiala un elemento de la pantalla. Debajo de la figura, una leyenda
explica qué es cada numero.

e Cursor con circulo amarillo: indica el clic que se hace en ese paso.

Datos simulados y datos reales

ProteinDelta funciona en dos modos. El modo simulado (botén ** Analizar WT vs Mutante) genera los
perfiles con un motor determinista a partir de la secuencia; sirve para explorar la interfaz y la logica,
pero sus valores no deben citarse como resultados. El modo real (secciéon I~ Importar ColabFold) usa
los archivos producidos por AlphaFold2/ColabFold y BioPython. La aplicacion siempre indica qué modo
esta activo (etiqueta «simulado» en la barra de contexto).
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2. Interfaz general

Al abrir ProteinDelta se muestra la cabecera con el nombre de la aplicacidn, la barra de navegacién vy,

debajo, la seccion activa. La primera seccidn que aparece es «Proteinas Oncoldgicas».

ar - Proteinas Oncolégica

ension Fracta L

Bal

Rolling

AlphaFold2 SASA - D 1 - Visualizacién 3D Molec
Proyecto de Grado - Univalle EISC
AR COLABFOL

@ INMPOR

PROTEINAS ONCOLGGICAS

B NOTEBOOK COLA /

cterizan la com
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BCR-ABL
BCR-ABL1 Fusio

» FASE 1 — MODULO PROTEINAS ONCOLOGICAS
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V1736A - 61738E
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R248Q - R273H
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» FASE 2 — PANEL DE VALIDACION (BLOQUE B)

Figura 1. Pantalla inicial de ProteinDelta.
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~25% de todos los canceres
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» FASE 2 — PANEL DE VALIDACION (BLOQUE B)

Figura 2. Barra de navegacion y selector de idioma.
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Barra de navegacion. Ocho botones, uno por seccidn. El botén de la seccién activa queda resaltado
en verde. Se puede cambiar de seccién en cualquier momento; los datos cargados se conservan.

E Selector de idioma ES / EN. Cambia toda la interfaz entre espariol e inglés (ver capitulo 11).

Seccion

Para qué sirve

& Proteinas Oncoldgicas

Catdlogo de 22 proteinas asociadas al cancer con sus mutaciones candnicas; punto
de partida para un analisis.

= Analisis WT vs MUT

Configura la secuencia y las mutaciones, ejecuta el analisis y muestra métricas,
graficas y tabla por residuo.

£ Visor 3D Molecular

K

Visualiza estructuras PDB WT y mutante en 3D, con estilos, colores y resaltado del
microentorno.

™ Importar ColabFold

Carga los archivos reales generados en Google Colab y analiza con datos reales.

& Dimensién Fractal

Explica y muestra la dimensién fractal global y local del dltimo andlisis.

& Notebook Colab

Descarga el notebook de ColabFold e instrucciones para ejecutarlo.

# Validacion

Resultados de validacién del pipeline: réplicas, controles benignos, panel de 40
pares.

# validacion Mama v5.0

Mddulo especifico de cancer de mama: 40 casos + 12 controles y término esférico
de fractalidad.
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3. Proteinas Oncoldgicas

Esta seccidn presenta un catdlogo de proteinas de referencia organizado en dos fases: la Fase 1 (5 proteinas
con analisis validados: TP53, KRAS, BRCA1, EGFR y BCR-ABL) y la Fase 2 (17 proteinas del panel de
validacidn, Bloque B). Cada tarjeta muestra el gen, el nombre completo, etiquetas funcionales, la frecuencia

en cancer y las mutaciones hotspot.

3.1 Seleccionar una proteina

Paso 1. Hazclic sobre la tarjeta de la proteina que te interesa (en el ejemplo, TP53).

e dimensién fractal (FD_bec y FD_mr) calcul

» FASE 1 — MODULO PROTEINAS ONCOLOGICAS (5 prot
1
TP53 KRAS BRCA1 BCR-ABL

~56% de todos la@res ~25% de todos los canceres Mutaciones gernina -16% >95% de Leucenia Mieloide

16-30% céncer pulnén no
microcitico
R175H - R248W - H 6120 - 612V - 612C C616 - R1699M - otsp! T3151 - E255K -

R248Q - R273H - G12R V1736A - G1738E H L858R - T796M - E255V - Y253F
exon19del - C797S

humanos humanos de cénceres na

» FASE 2 — PANEL DE VALIDACION (BLOQUE B) (17 proteina

BRAF PIK3CA PTEN

~8% todos los cénceres; 50% ~15% todos los canceres; FAP; 8% cancer colorrectal Retinoblastona hereditario;

nelanoma T ——— sindrone Cowden esporédico 36% osteosarcona

colorrectal
V6BOE - V6OBK - t R136Q - C124S - H R1450% - E1309% - R661N - C706F -

V60OR - K6O1E Ho H1047R - ES4SK - R173C - 6129E Q1338+ - R876% R787W - R552%
E542K - E726K

CDKN2A ERBB2
C C LE al 3! eceptor

~8% melanona; ~10% LMA ~3% todos los s; vejiga ana; 15%
= géstrico
~18% todos los cnceres; Ho Q61K - Q6IR - Q6IH ots: 612V - 612D - Q6IL

nelanona faniliar V777L - L7558 -

¥1235D - M1250T -

Figura 3. Clic sobre la tarjeta de TP53 en el catdlogo.

Tarjeta de la proteina. Al pulsarla queda resaltada y se abre su ficha de detalle debajo del catalogo.

3.2 Ficha de detalle y mutaciones

La ficha muestra el identificador UniProt, el codigo PDB, los canceres asociados, el contexto oncoldgico,

referencias bibliograficas clave y un fragmento de la secuencia.

Paso 1. En «Mutaciones candnicas», haz clic en la mutacién que quieres estudiar (por ejemplo R175H).
Puedes seleccionar varias; un segundo clic la deselecciona.
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~76% carcinoma urotelial;
nielona miltiple
~70% gliona bajo grado; ~20% ~15% LMA; colangiocarcinona fotspots: FI174L - R1275Q - Sindrone VHL; 75% carcinona
LMA : $249C - R248C - F1245C - Y1278S renal de células claras
L R172K - R172W -
fotspots: R132H - R132C - R172S - R148Q CEEY = (02 otspots: Y98H - R167W -
R132S - R1326 L158P - W117R

~5% todos Los cnceres;
~56% carcinona pancredtico; hepatocarcinona
16-15% colorrectal

Hot S4SF - T41A - D326
Hotsp R361H - D351H - - S33C
R445H - 1I500T

Tps Tumor Protein P53 — Guardian del Genoma

@ Cargar en Andlisis 4 Ver en 3D

TACIONES CANGNICAS REFERENCIAS CLAVE

1

@ R248W  R248Q  R273H R273C 62458  R249S R282W Joerger & Fersht (2016) Annu Rev Biochem 85:375-404
Estructura y fun de ps

CONTEXTO ONCOLOGICO
Freed-Pastor & Prives (2612) Genes Dev 26:1268-1286

Enright & Leitner (2805) Phys Rev E 71:011912
[ 16 tal otein

SECUENCIA (FRAGMENTO REPRESENTATIVO)

Figura 4. Ficha de detalle de TP53: seleccion de la mutacion R175H.

Chip de mutacioén. Al seleccionarlo cambia de color.

3.3 Enviar la proteina al analisis o al visor 3D

Paso 1. Pulsa «= Cargar en Analisis» para llevar la secuencia y las mutaciones seleccionadas a la seccién
de analisis.

Paso 2. Como alternativa, « & Ver en 3D» abre la estructura PDB de la proteina en el visor molecular.
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R248C -
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R167W -

~5% todos L
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Hot S4SF -
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D326
otsy R361H -

R44SH - 1500T

D35IH -

2 3

Tpss Tumor Protein P53 — Guardian del Genoma Ver en 3D

@ cargar @lisjs L

TACIONES CANONICAS REFERENCIAS CLAVE

[ R175H || R248W  R248Q  R273H R273C 62458  R249S R282W Joerger & Fersht (2016) Annu Rev Biochem 85:375-404
Estructura y fun de ps
CONTEXTO ONCOLOGICO

Freed-Pastor & Prives (2612) Genes Dev 26:1268-1286

Enright & Leitner (2805) Phys Rev E 71:011912
[ 16 tal otein

SECUENCIA (FRAGMENTO REPRESENTATIVO)

EEPQSDP: QE
PSQKTYQBSYG
APPQHLIRV!

PGRORRTEEENLRKKGEPHHEL
LK HKKLMFKTE

WKLLPEN
LGFLHSG

NLRVEYLDDRNTFRHS!

STKR)

Figura 5. Mutacion seleccionada y botones para continuar.

Mutacidn seleccionada (R175H).

E Cargar en Analisis: copia la secuencia, el nombre y las mutaciones al formulario de andlisis y cambia
de seccion.

B Ver en 3D: carga el PDB de referencia (20CJ para TP53) en el visor 3D.
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4. Analisis WT vs MUT

Es el nucleo de la aplicacion. Aqui se define qué se compara y se obtienen las métricas globales, la

clasificacidn patogénica y las graficas por residuo.

4.1 Configurar las secuencias

Si llegaste desde «Cargar en Analisis», el formulario ya estd lleno. También puedes completarlo a mano:

ProteinDelta ..

Proyecto de 6rado — Univalle EISC

» CONFIGURACION DE SECUENCIAS

MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEA
APPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLA
KTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLD
DRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCA

Dimensién Fractal

Lista de mutaciones puntuales

TP53-R175H cargado — presiona % Analizar para continuar (modo simulado, sin PDB real)

Figura 6. Formulario de configuracion con TP53 R175H cargado.

Secuencia WT: secuencia de aminodcidos de la proteina silvestre (cédigo de una letra). Se
autocompleta al subir un PDB en «Importar ColabFold».

E Nombre / Proteina: etiqueta del analisis; aparece en los archivos exportados.

B Modo de mutacidn: «Lista de mutaciones puntuales», «Secuencia MUT completa» (pegar la
secuencia mutada) o «Sin mutacién» (MUT = WT, Gtil como control).

n Agregar mutacion: escribe la mutacidn en notacion estandar (residuo original + posicion + residuo
nuevo, p. ej. D10L) y pulsa «+ ADD» o Enter.

B Mutaciones afadidas: cada una aparece como una pildora; la X la elimina.

E Barra de contexto: indica qué esta cargado y en qué modo se analizara (aqui avisa de que sera
modo simulado porque no hay PDB real).

4.2 Ejecutar el analisis

Paso1l. Pulsa «” Analizar WT vs Mutante». Aparece un indicador de carga mientras se calculan los
perfiles.
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isvalizacién 3D

ProteinDelta.

Proyecto de Grado — Univalle EISC

@ ANALISIS WT VS MUT

LIDACION & VALIDACION MAMA V5.0

> CONFIGURACIGN DE SECUENCIAS

A WT (WILD-TYPE)

MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEA
APPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLA
KTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLD
DRNTFRHSVVVPY TTIHYNYI TLTIITLEDSSGNLL A

NOMBRE
TP53

000 MUTACION

Lista de mutaciones puntuales

A TP53-RI75H cargado — presiona 4 Analizar para continuar (modo simulado, sin PDB real)

Figura 7. Boton para ejecutar el andlisis.

4.3 Métricas globales y clasificacion

DRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYI ILTIITLEDSSGNLLI EVRVCA

NOMBRE PROTE
TP53

MODO JTACION

Lista de mutaciones puntuales

@ Analizando: TP53-R175H @ simulado

METRICAS GLOBALES

948 937

PLDDT EVOFORMER AG ESTABI

PLDDT POR RESIDUO — WT (CIAN) VS MUTANTE (R0JO) - CONFIANZA EVOFORMER

Figura 8. Resultado: métricas globales y clasificacion patogénica.

Métricas globales: pLDDT medio WT y MUT, AAG medio, fitness evolutivo medio, FD_bc WT y MUT,
AFD_bc medio y numero de residuos patogénicos. El icono «?» de cada métrica muestra su explicacion
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E Clasificacion patogénica: Patogénica, Prob. Patogénica, Significado incierto (VUS), Prob. Benigna o
Benigna, con una frase que resume el motivo.

B Barra de contexto: confirma la variante analizada y el modo (aqui «simulado»).

4.4 Pestanas de resultados

Debajo de las métricas hay siete pestafias. Haz clic en cada una para cambiar la vista:

‘ PLDDT EUFﬂvHEF ‘

PLDDT POR RESIDL WT (CIAN) VS MUTANTE (R0JO) - CONFIANZA EVOF

Figura 9. Pestafia pLDDT Evoformer: confianza por residuo, WT (cian) frente a mutante (rojo).

La caida local de la curva roja alrededor de la posicién mutada indica pérdida de confianza estructural en

esa region.

‘ 286 ESTB'L‘U-‘«U

AAG POR RESIDUO (KCAL/MOL)

Figura 10. Pestafia AAG Estabilidad: cambio de energia libre por residuo (kcal/mol); rojo desestabiliza, verde estabiliza.

‘ FITNESS \’U\»TIVU ‘

SCORE DE FITNESS EVOLUTIVO POR POSICION [0-1]

Figura 11. Pestarfia Fitness Evolutivo: score 0—1 por posicion; los valores bajos (dmbar/rojo) marcan posiciones poco tolerantes al
cambio.

ProteinDelta — Manual de usuario - 11



Figura 12. Pestafia Mapa de Calor: AAG estimado para los 20 aminodcidos posibles (eje Y) en cada residuo (eje X).

Figura 13. Pestafia RMSD + SASA: desplazamiento Ca (A) y cambio de superficie accesible (A2) por residuo.
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[ ] u!MENs!N F}»‘«ETAL ‘

2.100 2.100 Aro.001 no no
e calculable calculable ,

e no valido — ajuste no valido -
8 fuera de [1, 3.1] e 3.858 fuera de [1, 3.1]
2, pendiente b , pendiente

Superficie rugosa tipica de proteina globular. FD en rango esperado.

El ajuste de Mass-Radius no convergio (R* bajo o pendiente fuera de [1,0 - 3,2]).
Un FD_nr saturado en el limite inferior NO es un resultado: es el estimador
fallando.

\ ) \v/\"”\ N

W/

Figura 14. Pestafia Dimension Fractal: FD global (Box-Counting y Mass-Radius), FD local espacial y perfil por ventana de 21 residuos.
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FD local espacial y Mass-Radius

El FD local en la esfera alrededor del residuo mutado requiere PDB reales de WT y mutante (seccion
Importar ColabFold); en modo simulado aparece como «No disponible». Si el ajuste Mass-Radius no es
valido, la aplicacion muestra «no calculable» en lugar de un nimero: es una salvaguarda, no un error.

Benigna

. Benigna

Benigna

. Benigna

. Benigna

Benigna

igna

Prob. Benigna

significado
incierto

enigna
enigna

igna

Benigna

34 1.8934 [ 0.03 Significado

Figura 15. Pestafia Tabla completa: todas las métricas por residuo, ordenables.

En la tabla, haz clic en el encabezado de una columna (las que tienen J) para ordenar por ella; un segundo

clicinvierte el orden. El icono «?» de cada encabezado explica la métrica.
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4.5 Exportar resultados

significado
incierto

-0.0388
-0.1085
0.0981

-0.1091

0.0102

EXPORTAR RESULTADOS V4

3 full_analysis.csv 4 results.json © all_outputs.zip

Figura 16. Botones de exportacion al final de la seccion.

full_analysis.csv: tabla por residuo, lista para Excel, R o Python.
E results.json: resultados completos en formato estructurado.

B all_outputs.zip: paquete con todos los archivos del analisis.
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5. Visor 3D Molecular

El visor muestra lado a lado la estructura WT (izquierda) y la mutante (derecha). Se puede rotar con el ratén

(arrastrar), acercar con la rueda y desplazar con clic derecho.

Paso 1. Haz clic en « ¥ Visor 3D Molecular» en la barra de navegacion.

ProteinDelta .

® Proyecto de Grado - Univalle EISC

Molect

& VISOR SDM”}EULAR ‘ @@ IMPORTAR COLAB

ION MAMA V5.0

ARGA RAPIDA ROTELINA NCOLGGICA

P Cargar MUT P53 2003 KRAS 40BE BRCAL 1JM7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

Spectrum

o Reset © Centrar

o Resaltar x Quitar

Wild-Type

Figura 17. Acceso al visor 3D desde la barra de navegacion.

5.1 Cargar una estructura

Hay tres formas de cargar una estructura:
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2
cargar WT [— TP5@ KRAS 40BE BRCAL 10H7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

Spectn

o Reset ® Centrar o Rotar = PNG

@ Resaltar x Quitar

Figura 18. Opciones de carga del visor.

Cadigo PDB: escribe un cddigo de 4 caracteres (p. ej. 20CJ) y pulsa «Cargar WT» o «Cargar MUT»
para descargarlo de RCSB en el panel correspondiente.

E Carga rapida: botones con las estructuras de referencia de la Fase 1 (TP53, KRAS, BRCA1, EGFR,
BCR-ABL); se cargan en el panel WT.

La tercera opcidn son las zonas «PDB Wild-Type» y «PDB Mutante — click o arrastra», que aceptan un

archivo .pdb local (por ejemplo, los modelos rank_001 de ColabFold).
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S ONCOLOGICAS

cargar WT [— KRAS 40BE BRCAL 10H7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

o Reset ® Centrar o Rotar = PNG

@ RESALTAR MICROENTORN

@ Resaltar x Quitar

Wild-Type

Figura 19. Estructura 20CJ (TP53) cargada en el panel WT con estilo Cartoon y color Spectrum.

5.2 Estilo y color

& VISOR 3D MOLECULAR @ IMPORTAR COLABFOLD

ARGA RAPIDA PROTEINAS ONCOLOGICAS

Cargar WT Cargar MUT TP53 20C) KRAS 40BE BRCAL 1JM7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

o Reset ® Centrar © Rotar “ PNG

o Resaltar x Quitar

Wild-Type

Figura 20. Cambio del esquema de color a «Cadena».

Esquema de color: Spectrum (arcoiris de N- a C-terminal), Cadena, Estructura 2° (hélices/laminas),
Residuo (por aminoacido) y B-factor/pLDDT (en modelos AlphaFold, rojo = baja confianza, azul = alta).
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E Controles de vista: «Reset» y «Centrar» reencuadran la molécula, «Rotar» activa el giro automatico
y «PNG» descarga una imagen de la vista.

APIDA ROTELINA NCOLGGICA

P [ P53 2003 KRAS 40BE BRCAL 1JM7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

o Reset © Centrar

o Resaltar x Quitar

Wild-Type

Figura 21. Cambio del estilo de representacion a «Surface».

Estilo de representacién: Cartoon (esqueleto de estructura secundaria), Stick (enlaces), Sphere
(dtomos), Surface (superficie molecular) y Line (lineas).

5.3 Resaltar el microentorno de la mutacion

Esta herramienta marca el residuo mutado y todos los residuos dentro de un radio dado, para ver qué

contactos 3D podria alterar la mutacion.
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PIDA - PROTEINAS ONCOLGGICAS

cargar WT Cargar MUT TP53 20C) KRAS 40BE BRCA1 1JM7 EGFR 1IV0 BCR-ABL 2F08

o Reset ® Centrar

v R@r « quitar

Wild-Type

Figura 22. Resaltado del residuo 175 de la cadena A con radio de 10 A.

resi: nimero de posicién de la mutacién (175 para R175H, sin las letras).

E cadena: letra de la cadena del PDB donde esta la mutacién (casi siempre «A» en proteinas de una
cadena).

B radio A: tamafio de la esfera alrededor del residuo, en dngstrom.
n Resaltar: aplica el resaltado; «X Quitar» lo elimina.
Cuando se importan archivos en «Importar ColabFold», estos campos se rellenan solos a partir de la

mutacidn detectada.
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6. Importar ColabFold (datos reales)

Esta seccion convierte ProteinDelta en una herramienta de analisis con datos reales. Recibe los archivos

gue genera el notebook de Google Colab (capitulo 8), contenidos en all_outputs.zip.

§ IMPORTAR COLABFOLD ki

» IMPORTAR DATOS REALES DE COLABFOLD

1 ProteinDelta_ColabFold_WT_vs_MUT.ipynb
FractEngine v2 ulara F

OPCIONAL

0PCIONAL

Figura 23. Zonas de carga de archivos y botdn de andlisis real.

JSON scores WT (*_scores_rank_001*_WT.json): pLDDT por residuo del modelo silvestre.
E JSON scores MUT (*_scores_rank_001*_MUT.json): pLDDT por residuo del modelo mutante.

B RMSD por residuo (rmsd_per_residue.csv): desplazamiento Ca tras el alineamiento Kabsch.

n Delta SASA (delta_sasa.csv): cambio de superficie accesible por residuo (Shrake-Rupley).

E PDB Wild-Type (rank_001_WT.pdb, opcional): permite calcular FD_bc v2 sobre la superficie real y el
FD local espacial.

E PDB Mutante (rank_001_MUT.pdb, opcional): idem para el mutante.

Analizar con datos reales: ejecuta el analisis y muestra los resultados en «Analisis WT vs MUT».

6.1 Paso a paso

Paso 1.
Paso 2.

Paso 3.
Paso 4.

Descomprime all_outputs.zip en tu computador.

Para cada zona, haz clic sobre ella y elige el archivo, o arrastralo desde el explorador de archivos.
La zona se pone verde al recibirlo.

Pulsa « Analizar con datos reales».

Revisa los resultados en la seccion de analisis (capitulo 4); la barra de contexto indicara que son
datos reales. Los PDB quedan también disponibles en el visor 3D.
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Archivos obligatorios

Para analizar con datos reales son imprescindibles rmsd_per_residue.csv y delta_sasa.csv. Si falta
alguno, la aplicacién muestra un aviso y no ejecuta el analisis: no calcula RMSD ni ASASA por su cuenta

ni rellena valores ausentes. Si no se carga ningun archivo, el botdn ejecuta el analisis en modo
simulado.
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7. Dimension Fractal

La dimensidn fractal (FD) cuantifica la complejidad geométrica de la superficie y del esqueleto de una
proteina. ProteinDelta calcula dos estimadores complementarios: Box-Counting (FD_bc), que capta la

rugosidad de la superficie, y Mass-Radius (FD_mr), que capta la compacidad del plegamiento.

La seccidon muestra los valores del ultimo analisis ejecutado. Si todavia no has analizado nada, las tarjetas

indican «Ejecuta un analisis para ver la dimension fractal».

encia: Enright & Leitner (2605) Phys Re 1 Dewey (1993)

BOX-COUNTING FD (FD_BC) MASS-RADIUS FD (FD_MR

2.100 no calculable

Estructura secundaria regular (hélices a / léminas B). FD moderada. Ajuste no valido — no se reporta valor.

ECUACION DEL SCORE PATOGENICO V4 — INTEGRACIO
PS_v4(i) = 1.5-MAG(i) - 6.5-f(i) + 0.02-|ApLDDT(i)| + ©.8-|AFD_be(i)|

Figura 24. Tarjetas de FD global tras analizar TP53 R175H.

FD global: valor de FD_bc y FD_mr de la proteina WT, con su rango tipico y una interpretacion
breve. «no calculable» indica que el ajuste no fue valido y por eso no se reporta un nimero.
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cada radi

Enright & Leitner (2005)

BOX-COUNTING FD (FD_BC) MASS-RADIUS FD (FD_MR)

2.100 ho calculable

Estructura secundaria regular (hélices a / léninas B). FD moderada. Ajuste no valido — no se reporta valor.

Ablation test real

Figura 25. Perfil FD_bc local (ventana de 21 residuos) y ecuacion del score PS_v4.

El perfil compara la FD local de WT (verde) y mutante (magenta) a lo largo de la secuencia. Debajo se
muestra la ecuacién del score patogénico PS_v4 y una nota metodoldgica sobre el peso del término fractal

y los resultados del ablation test.
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8. Notebook Colab

Desde aqui se descarga el notebook que genera los modelos 3D WT y mutante con ColabFold (AlphaFold2)

y calcula RMSD y SASA por residuo. Su salida es la entrada de «Importar ColabFold».

B NOTEBOOK COLAB

» NOTEBOOK COLABFOLD - GOOGLE COLAB

® TIEMPOS ESTIMADOS (GPU TESLA T4)

accurate
completo - 5 mode
48 min - 2 h

B NOTEBOOK INCLUIDO @ CELDAS DEL NOTEBOOK

ProteinDelta_ColabFold_WT_vs_MUT.ipynb CELDA 0 - Verif 5PU (n

CELDA 1 -~ Configurar proteina y mutacién « solo editar aqui

scar ecuencia UniPr alidar mutacion

ColabFol

5 ; 3l AX 28 iku 0.€ 2 C atib:
4 Descargar Mutehou@pynb) ) !
CELDA 10

Instrucciones de uso:

1. Abre

2. Entorno de ejecucion - Cambiar tipo de entorno de ejecucién - GPU (T4)
En CELDA 1 ge 1a proteina del men legable, 1

4. Entorno de ejecucién - Ejecutar todo —

5. AL terminar la CELDA 16, descarga all_outputs.zip desde el
Carga el ZIP er eccion @ Importar ColabFold de

Figura 26. Seccion del notebook: tiempos estimados, descarga y celdas.

Descargar Notebook (.ipynb): descarga ProteinDelta_ColabFold_WT_vs_MUT.ipynb.

8.1 Como ejecutarlo

Paso 1. Abre colab.research.google.com = Archivo = Subir notebook = selecciona el .ipynb descargado.
Paso 2. Entorno de ejecucion - Cambiar tipo de entorno de ejecucién - GPU (T4).

Paso 3. Enla CELDA 1 elige la proteina del menu, escribe la mutacién (p. ej. R175H) y el perfil. Es la Unica
celda que hay que editar.

Paso 4. Entorno de ejecucion = Ejecutar todo.

Paso 5. Alterminar la CELDA 10, descarga all_outputs.zip desde el panel de archivos de Colab (icono de
carpeta).

Paso 6. Carga los archivos en la seccién «F Importar ColabFold» (capitulo 6).

Perfil Qué hace Tiempo (GPU T4)
accurate MSA completo, 5 modelos. Recomendado para resultados. 40 min—2h
accurate + AFDB Toma el WT de AlphaFold DB; solo predice el mutante. 20min—=1h
fast Sin MSA, 1 modelo. Solo para comprobar que el flujo funciona. | 15—30 min
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Perfil fast

Prescinde del alineamiento multiple de secuencias, la principal fuente de informacion evolutiva de
AlphaFold2. Sus modelos tienen pLDDT bajo y no deben usarse para reportar resultados.
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9. Validacion

Esta seccidn reune la evidencia de validacidn del pipeline. Es mayoritariamente de consulta: tablas y
tarjetas de resumen, con textos «Qué muestra esto» que interpretan cada bloque. Se organiza de arriba

abajo en:

e El score como distribucion: réplicas con 3—4 semillas en 8 variantes.
e Controles benignos reales: 11 variantes benignas.

e Resultados reales del pipeline: 22 variantes del panel oncoldgico, y su réplica con una segunda
semilla.

¢ Panel de 40 pares con datos reales (39/40) y réplica de 8 pares.

¢ Panel de validacidn con datos simulados, criterios de validacidn y panel completo de 40 pares
WT/mutante.

® Proyecto de Grado - Univalle EISC

@ ANALISIS W

/ VALIDACION

Variante n PS_v milla (8-1-2-3)
EGFR L858R -6.889 « -4.731 + -4.397 + -3.565
BRAF V600E +1.312 -+ +0.814 - -0.853 -+ -1.065

BRCA1 M1775R +5.041 - +4.918  +4.812 -+ +4.742

TP53 Y107H (benign control) -0.210 = -0.237 = -0.226 » -0.241

PTEN R136Q -0.469 + -0.565 - -0.048 - +0.209
IDH2 R172K -0.490 + -0.584 + -0.481 ~ -0.615
PIK3CA H1847R +1.148 -+ -1.376 - -1.487

KRAS 612D -0.542 + +0.870 - -0.497 - -1.077

Figura 27. Inicio de la seccion de Validacion.
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9.1 Filtrar el panel completo y abrir un par

Impacto estructural

RMSD > 0.01 A 35/40 par
detectable g 0 2 S48 GO
ASASA coherente con ASASA # @ en = 35/40 pares
exposicién

Ra;g;]Fu,mr TEIELD [ED FD_mr € [1.8, 3.8] en 40/48 pares

Variacién inter-proteina ofle ' X . —— . Rango FD_mr diferente en = 3
en FD_mr ! ' ' ee - clases proteicas

Consistencia intra- _ . ) . . FD_mr WT idéntico para los 4
proteina : o pars ‘ rena sec " hotspots de cada gen Bloque A

Clasificaci6n correcta

&ni = 30/40 clasificados correctamente
patogénicas

no en VAL_RESULTS de - ninguna de las 40 quedé etiguetada "Benigna” o “Incierto", asi que
no evidencia d e benigno.

Dianas terapéuticas futaciones diana de f4rma srobados obtienen un fndic ula fndice sinulado > 0.6 en = 5/6
priorizadas o ( ) 1, no € uyo € on 1.2 y 2 dianas terapéuticas

1 2 3

» PANEL COMPLETO — 48 PARES WT/MUTANTE Todos (40) Bloque A (20) || E\,nﬂ\/B(‘UJ

cidad cciones
. . . 4
BRAF Proto-c felanoma ) oid V68BE ot stiva MAPK r @ inatizar

BRAF Proto-oncogér elano esistenci V606K g e « @ Anatizar
PIK3CA Jncog tama, end colon H1847R CnstiticlajRIsk @ mnatizar
PIK3CA Incogé ana, colon E545K i6n constitutiva PISK @ snatizar
PTEN £ rostata ndome R136Q “ 7“", tivacit peratasa @ Analizar
PTEN ¢ . indrome Cowden, multiple €124 AL TSR IS @ anatizar
APC : lon (FAP, sdico R1458% érdic aci6n W i @ hnatizar

RBL : on R661U érdida regulacid Wa ® Anstizar

CDKN2A : 1 re ulnd R24P 6rdida inhibicie /¢ @ anatizar

Figura 28. Filtros del panel completo de 40 pares y acciones por fila.

Todos (40): muestra los 40 pares.
E Bloque A (20): solo los pares del bloque A.
B Bloque B (20): solo los del bloque B (filtro activo en la captura).

n Acciones por fila: «= Analizar» carga ese par en la seccién de analisis y «& 3D abre su estructura
en el visor. En pares sin proteina precargada aparece «= Manual», que lleva el nombre y la mutacion
al formulario de analisis para que pegues la secuencia WT a mano.
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9.2 Resultados del sistema y exportacion

V777L @ Analizar

Y1235D @ anatizar

R132H @ Anatizar

R172K @ Analizar

5249C @ anatizar

F1174L @ Anatizar

Y98H @ Analizar

® Analizar

SMAD4

CTNNBL @ Analizar

4 Exportar CSV

esta tabla provienen del motor de simulacion determinista de la aplicacion (cons L_RESULTS), no de una

y no las produce clas: ath(). No deben citarse como

de pij valor
labFold ni de BioPython. Las clasificaciones de la ultima columna estan escritas a mano y

del pipeline.

La column relleno,
dos aqui no

mientras que cl
na etiqueta manual.

pasaran por cla:

Reproducibilidad:

TP53 R175H
TP53 R248W
TP53 R248Q

TP53 R273H

Figura 29. Tabla de resultados del sistema y boton de exportacion.
Exportar CSV: descarga la tabla de resultados.

Lectura de esta tabla
El recuadro ambar sobre la tabla advierte que estos valores provienen del motor de simulacion y que la
columna PS_v4 usa una escala distinta a la del motor real. La columna «Origen» distingue los pares con

datos reales (v REAL) de los simulados (SIM).
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v t usa la mi cala que el motor re lassifyPath(), seccién Analisis/Fractal): esta es una e 6-1 con valores de relleno,

Patogénica exige > 2.5. Los valores 0.68-0.996 mostrados aqui no an clasificados como pat

La columna "PS_:
mientras que classifyPath() produce un score sin acotar donde
esta columna no es resultado de aplicar ningin umbral verificable

nic

n por sifyPath() - la clasificacién de es una etiqueta manval.

@ Analizar

TP53 R175H

TP53 R248W

TP53 R248Q

TP53 R273H

KRAS 612D

KRAS 612V

KRAS 612C

KRAS G12R

BRCA1 C616

BRCA1 R1699W

BRCA1 V1736A

BRCA1 61738E

EGFR L858R

EGFR T796M

EGFR C797S

BCR-ABL T315I

BCR-ABL E255K

BCR-ABL E255V

BCR-ABL Y253F

EGFR L747P

BRAF V60OE

Figura 30. Detalle de la tabla de resultados del sistema.
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10. Validacion Mama v5.0

Maddulo independiente para cancer de mama humano (GRCh38/hg38). Reproduce el panel de 40 pares WT
vs. mutado e incorpora 12 controles benignos. El recuadro dambar inicial recuerda qué resultados son

simulacidn y cudles provienen de corridas reales.

ProteinDelta .

® Proyecto de Grado - Univalle EISC

& VALIDACION MAMA V5.0

» VALIDACIGN CANCER DE MAMA - V5.8 - MGDULO INDEPENDIENTE

pecifico de céncer de mama humano (6RCh38 / hg38) solicitado por la direccién de t Reproduce 1a 40 Pares WT vs. Mutado er

2 el requisito metodolégico de controles negativos (variantes benignas)

Esquema de validacién por fases: Piloto (ACTUAL): N = 40 casos + 12 controles

REVEL. ase 3 — Clinica: N =

2 Los resultados y métricas de esta pantalla son de simulacién determinista con semilla, no de una corrida real del pipeline ColabFold + BioPython. Sirven de andamiaje
para validar la légica del médulo. Cada par debe re-ejecutarse en ColabFold (perfil accurate) antes de reportarse.

» PANEL DE CANCER DE MAMA - TERMINO ESFERICO DE FRACTALIDAD

> 40 pareja: ac A Ld: curate) y BioPython: 27 patogén:

T

FD esférica: dimensidn fractal local er

39/40

ES EVALUADOS (27 PATOG. + 12
NIG.)

Figura 31. Inicio del mddulo de Validacion Mama.

10.1 Término esférico de fractalidad

Este bloque contiene datos reales de ColabFold/AlphaFold2 y BioPython. La FD esférica es la dimension
fractal local en una esfera de 12 A alrededor del residuo mutado. Las tarjetas resumen los pares evaluados,
el AFD medio con su IC95 %, las patogénicas con AFD >0y la prueba t pareada; la tabla muestra por par la

FD de WT y mutante, el AFD (con barra en escala +1), el cambio de PS_v4 y la clase resultante.
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A Los resultados y métricas de esta pantalla son de simulacién determinista con semilla, no de una corrida real del pipeline ColabFold + BioPython. Sirven de andamiaje

para validar la légica del médulo. Cada par debe re-ejecutarse en ColabFold (perfil accurate) antes de reportarse.

> PANEL DE CANCER DE MAMA - TERMINO ESFERICO DE FRACTALIDAD

phaFold2 (accurat oPytho patog

FD esférica: dimensién frac

Par m ( ) PS_v4 orig
AKT1 E17K 5 .004 -0.41 » -0.
AR T878A o .133 -0.52 » -0.
ATH V24246 . .156 1.33 - 1.
BARD1 C557S 5 .012 -2.02 » -2.
BCL2 A1136 o .130 -0.35 » -0.
BRCA2 D2723A 5 .025 -0.11 » -0.
CCND1 P287T 5 .828 -2.27 » -1.
CDH1 E243K o .202
CDK4 R24C 5 .73
CDKé R31C o .008
CHEK2 I157T . 224
ESR1 Y537 5 . .74
FGFR1 N546K 5 g .051
FOXA1 F266L 5 5 .028
GATA3 R3306 5 . .65

JAK2 V617F

y mutant I
inomial n nificati

con sign

nada (v

DIAGNOSTICO (SIMULADO) - UMB

12 90.0% 97%  91.3%  73.3%

DLES SPEC /PP

CASOS - 43 PARES PATQGENICOS WT - MUTADQ (MAMA)

1 3 3 a

Todos (48) Huevﬂs ) Heredados de vé4 (12) ® Revisar con director

Tipo nismo oncol

(canénico)
p.D2723A (D2723A)
.Y537S (Y5375)

.T58A (T58A)
nuevo .P287T (P287T)
.R24C (R24C)
-R31C (R31C)
nuevo V24246 (V24246)
-I157T (I157T)

LL939W (L939W)

Figura 33. Filtros de la tabla de casos y acciones por fila.

Todos (40)

E Nuevos (28): pares afiadidos en v5 (filtro activo en la captura).

B Heredados de v4 (12): pares que vienen de la validacion anterior
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43

44
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16

.83

.14
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.90
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.99

LR

.76

Clase (esf

Significado incierto
significado incierto

Significado incierto
Significado incierto

Significado incierto
([Significado incierto
Significado incierto

Significado incierto

Significado incierto
Significado incierto

® Analizar
@ pnatizar
@ Analizar
@ Analizar
® Analizar
@ Analizar
@ Analizar
@ pnatizar

@ analizar




n M Revisar con director: pares marcados para revisién.
E = Analizar: lleva el par a la seccion de andlisis.
E £ 3D: abre la estructura en el visor.
Al pulsar «= Analizar» la aplicacién cambia a «Analisis WT vs MUT» con la secuencia, el nombrey la

mutacion ya cargados; solo falta pulsar « 7 Analizar WT vs Mutante».

ACION DE SECUE

WT (WILD-TYPE)

CEEEPLDLITSLQNARDIQDMRIKKKQRQRVFPQPGSLYLAKTSTLPRISLKAAVGGQVPSACSHKQLY
TYGVSKHCIKINSKNAESFQFHTEDYFGKESLWTGKGIQLADGGWLIPSNDGKAGKEEFYRALCDTPGV
DPKLISRIWVYNHYRWIIWKLAAMECAFPKEFANRCLSPERVLLQLKYRYDTEIDRSRRSAIKKIMERD
DTAAKTLVLCVSDIISLSANISETSSNKTSSADTQKVAIIELTDGWYAVKAQLDPPLLAVLKNGRLTVG

BRCA2_D2723A_mama

Lista de mutaciones puntuales

Figura 34. Par BRCA2 D2723A cargado en el formulario de andlisis desde el médulo de mama.

10.3 Exportar

KMT2C S3662F

SF3B1 K706E

BCL2 A1136

RADS1D C119W

BARD1 C557S

STK11 T189M

JAK2 V617F

STAT3 D661Y

VEGFA P114L

TP53 P72R 98.6 - .3 S 8 .13 ( BENIGNA
BRCA1 S16136 93. N B 8.026 .e8 ( BENIGNA
BRCA1 P871L 92. - 8.02 .13 ( BENIGNA

BRCA2 N372H

BRCA2 V2466A 94.8 92. 0.42 -2.2 8. .068 ( BENI

ATM D1853N 90. .2 .294 0.02 .1564 (CeEnzona
PALB2 Q559R S . . 0.025 . (TeEnToNA
ERBB2 I655V .558 0 PROB. BEN
CDH1 A592T 89.8 8. .2 0.0 .132 (CeEnTeNA
BARD1 V507M 89.6 89.4 . (eenzona
STK11 F354L 90. K - (eenzona

MET N375S 94. 6 8. 3.6 .843 ( BENIGNA

4 Exportar CSV (52 filas)

Figura 35. Tabla de resultados (casos + controles) y botdn de exportacion.

Exportar CSV (52 filas): descarga los 40 casos y los 12 controles.
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11. Cambiar el idioma

El selector ES / EN esta fijo en la esquina superior derecha y es visible desde cualquier seccidn. La eleccion

se recuerda para la préxima visita.

Paso 1. Hazclic en «<EN» para pasar la interfaz a inglés (o en «ES» para volver al espafiol).

as Oncoldégicas

Figura 36. Clic en EN en el selector de idioma.

Oncology Proteins

Figura 37. Selector con EN activo: la cabecera ya aparece en inglés.

Fractal Dimensior D Molect

# ONCOLOGY PROTEINS

AB NOTEBOOK

» PHASE 1 — ONCOLOGY PROTEINS MODULE (5

BCR-ABL

BL1

>95% of Chronic Myeloid

~56% of all human cancers ~25% of all human cancers Germline nutations: 5-10% of
Leukenia

breast/ovarisn canof 16-30% of non-small cell lung
Hotspots: R175H - R248W - Hotspots: 612D - 612V - 612C cancer

R248Q - R273H . 612R s: C616 - R1699M - Hotspots: T315I - E255K -

A - 61738E Hotspots: L858R - T796M - E255V - Y253F
exon19del - C797S

» PHASE 2 — VALIDATION PANEL (BLOCK B) (17

Figura 38. La aplicacién completa en inglés.
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La traduccidn se aplica también al contenido que la aplicacion genera después (tablas, métricas, avisos). Los

valores numéricos y los nombres de genes y mutaciones no cambian.
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12. Flujos de trabajo recomendados

12.1 Exploracion rapida (modo simulado)

Paso 1.
Paso 2.

Paso 3.

& proteinas Oncoldgicas = elegir proteina - elegir mutacion - «Cargar en Analisis».

= Andlisis WT vs MUT = « 7 Analizar WT vs Mutante».

Revisar métricas, clasificacion y pestafias; ver la estructura en £ Visor 3D.

Util para conocer la herramienta y su lgica. Los valores no deben citarse como resultados.

12.2 Analisis con datos reales

Paso 1.
Paso 2.

Paso 3.

Paso 4.

Paso 5.

& Notebook Colab > descargar el notebook.

Ejecutarlo en Google Colab con GPU vy perfil accurate; descargar all_outputs.zip.

= Importar ColabFold = cargar los JSON, los dos CSV y, si es posible, los PDB = «Analizar con
datos reales».

Revisar resultados en =1 Analisis y Dimensién Fractal; ver los modelos en £ Visor 3D y resaltar
el microentorno.

Exportar full_analysis.csv, results.json o all_outputs.zip.
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13. Solucidon de problemas

Situacion

Qué hacer

El visor 3D queda vacio.

Comprueba la conexién a internet (la estructura se descarga de RCSB) y
que el navegador tenga WebGL activo. Prueba con «Reset» o «Centrar».

«Analizar con datos reales» muestra un
aviso y no analiza.

Faltan rmsd_per_residue.csv o delta_sasa.csv. Cargalos desde
all_outputs.zip.

El FD local espacial aparece como «No
disponible».

Requiere los PDB reales de WT y mutante en «Importar ColabFold». En
modo simulado no existe.

FD_mr aparece como «no calculable».

El ajuste Mass-Radius no fue valido para esa estructura; la aplicaciéon no
reporta un valor poco fiable.

La mutacién no se acepta.

Usa la notacién residuo original + posicidn + residuo nuevo con letras
mayusculas de una letra (p. ej. R175H).

La barra de contexto dice «simulado».

El analisis se hizo sin archivos de ColabFold. Para datos reales sigue el flujo
12.2.
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14. Glosario

Término Significado

WT / MUT Proteina silvestre (wild-type) / proteina con la mutacién.

pLDDT Confianza por residuo de AlphaFold2 (0-100). Mas alto = mas fiable.

AAG Cambio de energia libre de plegamiento causado por la mutacién (kcal/mol). Positivo =

desestabiliza.

Fitness evolutivo

Tolerancia de una posicion al cambio segun la conservacion evolutiva (0-1).

RMSD Ca Doesplazamiento del carbono alfa de cada residuo entre WT y mutante tras alinearlos
(A).

ASASA Cambio de la superficie accesible al solvente (A2).

FD_bc/FD_mr Dimensidn fractal por Box-Counting / Mass-Radius.

FD esférica FD local en una esfera de 12 A alrededor del residuo mutado.

PS_v4 Score de patogenicidad que integra AAG, fitness, ApLDDT y AFD_bc.

VUsS Variante de significado incierto.

PDB Formato y banco de estructuras 3D de proteinas (RCSB Protein Data Bank).

ColabFold Implementacidn de AlphaFold2 que se ejecuta en Google Colab.
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