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Strukturelle Analyse von Sequenzdaten

in der Virologie

von einem Mathematiker aus Hamburg,
der noch unbekannt bleiben méchte

Zusammenfassung

Die de novo meta-transkriptomische Sequenzierung
oder vollstandige Genomsequenzierung sind in der
Virologie anerkannte Methoden zum Nachweis be-
haupteter pathogener Viren. Dabei werden keine
Viruspartikel (Virionen) detektiert und im Sinne des
Wortes Isolation, isoliert und biochemisch charakte-
risiert. Im Falle von SARS-CoV-2 wird oft die gesam-
te RNA aus Patientenproben (z.B.: bronchoalveoldre
Lavageflussigkeit (BALF) oder Rachen-Nasen-Ab-
striche) extrahiert und sequenziert. Insbesondere
wird nicht der Nachweis erbracht, dass die zur Be-
rechnung der viralen Genomsequenzen verwende-
ten RNA-Fragmente viralen Ursprungs sind.

Wir untersuchten daher die Publikation ,,A new co-
ronavirus associated with human respiratory disea-
se in China“ [1] sowie die zugehorigen publizierten
Sequenzdaten mit der Bioprojekt-ID PRJNA603194
vom 27.01.2020 zum urspriinglichen Gensequenz-
vorschlag fiir SARS-CoV-2 (GenBank: MN908947.3).
Eine Wiederholung der de novo Assemblierung mit
Megahit (v.1.2.9) zeigte, dass die veréffentlichten
Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten. Wir
detektierten moglicherweise entgegen den Aus-
fihrungen in [1] (ribosomale) Ribonukleinsiduren
humanen Ursprungs. Weitergehende Analysen lie-
ferten Hinweise auf eine mdgliche unspezifische
Amplifikation von Lesungen wéhrend der PCR-Be-
statigung und Bestimmung der Genomtermini, die
nicht mit SARS-CoV-2 (MN908947.3) assoziiert sind.

Ein
elementarer Ansatz

am Beispiel
von SARS-CoV-2

AbschlieBend fiihrten wir einige referenzbasierte
Assemblierungen mit weiteren Genomsequenzen
wie beispielsweise SARS-CoV, Humane Immunde-
fizienz-Virus, Hepatitis delta, Masern, Zika, Ebola
oder Marburg durch, um die Strukturdhnlichkeit
der vorliegenden Sequenzdaten mit den jeweiligen
Sequenzen zu studieren. Wir erhielten erste Hinwei-
se, dass sich einige der von uns in der vorliegenden
Arbeit betrachteten viralen Genomsequenzen aus
der RNA unverdachtiger menschlicher Proben ge-
winnen lassen.
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Einfithrung

Zur Konstruktion viraler Genomsequenzen werden
aus verschiedenen Nukleinsdurequellen wie bei-
spielsweise bronchoalveoldrer Lavageflussigkeit
(BALF) [1, 2], Nasen-Rachen-Abstrichen [3, 4, 5, 6,
12, 13], Zellkulturbestandteilen bzw. Zellkulturi-
berstanden [2, 11, 12, 13, 14, 16] sowie aus mensch-
lichen [8, 9, 10, 16] und tierischen Proben [7, 15]

Nukleinsduren (RNA oder DNA) isoliert und per
Sequenzierung aufgeschlisselt. Dabei stammen
die gewonnenen Nukleinsduren nicht ausschlief3-
lich von zuvor isolierten, also von allem anderen
getrennten (Virus-) Partikeln, sondern oft aus der
gesamten Probe. Damit ist die Herkunft der zur
Berechnung der Genomsequenzen verwendeten
Nukleinsaurefragmente a priori ungeklart.

Im Falle von Ribonukleinsauren (RNA) wird diese
zunachst mit Hilfe RNA-abhangiger DNA-Polyme-
rase in cDNA umgeschrieben. Die DNA oder cDNA
wird dann mit Hilfe von Enzymen fragmentiert und
per Polymerase Kettenreaktion (PCR) vermehrt,
bevor die eigentliche Sequenzierung, also die Be-
stimmung der Nukleotidabfolge der kurzen DNA-
bzw. cDNA-Fragmente, erfolgt. Bei der Amplifika-
tion werden neben zufilligen Primersequenzen
(zufallige Hexameren) auch in Abhéngigkeit der
betrachteten Referenz- oder Zielgenome hochspe-
zifische Primersequenzen verwendet [z.B.: 1, 3, 4,
5, 6,7, 8, 17, 18]. Die so gewonnenen Sequenzdaten
werden schlieBlich mit bioinformatischen Algorith-
men verarbeitet.

Zwei verbreitete Methoden zur Ermittlung viraler
Genomsequenzen stellen die de novo meta-tran-
skriptomische Assemblierung [1, 12] und die voll-
standige Genomsequenzierung [3, 4, 5, 6, 17, 18]
dar. Wahrend bei der de novo meta-transkriptomi-
schen Assemblierung oft keine bzw. nur nachgela-
gert Referenzsequenzen Verwendung finden, wer-
den bei der vollstindigen Genomsequenzierung
eine Vielzahl spezifischer Primersequenzen her-
angezogen, die bereits teilweise zusammen 4% bis
17% des Zielgenoms abdecken [1, 17]. Zur Amplifi-
kation der cDNA kommen oft 35 bis 45 Zyklen [1, 6,
17] zur Anwendung.

Im Falle von SARS-CoV-2 (GenBank: MN908947.3)
[1] wurde der Virusgenomsequenzvorschlag durch
de novo meta-transkriptomische Assemblierung
der RNA aus der BALF eines Patienten in Wuhan,
China berechnet. Zur Assemblierung der Contigs
wurden die Assembler Megahit (v.1.1.3) und Trinity
(v.2.5.1) verwendet. Megahit generierte insgesamt
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384.096 (200 nt — 30.474 nt) und Trinity berechnete
1.329.960 (201 nt — 11.760 nt) Contigs. Bemerkens-
wert sind die grolen Unterschiede beider Assem-
blierungen. Das langste Contig, zusammengesetzt
mit Megahit, zeigte nach [1] eine hohe Uberstim-
mung (89,1%) mit dem Genom bat SL-CoVZCss
(Genbank: MG772933) und wurde zum Design der
Primer fur die PCR-Bestatigung und zur Bestim-
mung der Genomtermini verwendet.

Die virale Genomorganisation wurde durch Se-
quenzausrichtung auf zwei reprdsentative Spezies
der Gattung Betacoronavirus bestimmt, ein mit
Menschen assoziiertes Coronavirus (SARS-CoV Tor
2, GenBank: AY274119) und ein mit Fledermausen
assoziiertes Coronavirus (bat SL-CoVZCygs, Gen-
Bank: MG772933).

Aus der Patientenprobe wurde dabei kein patho-
genes Viruspartikel identifiziert und biochemisch
charakterisiert, welches eindeutig mit der Sequenz
MN908947.3 assoziiert ist. Vielmehr wurde die
gesamte RNA aus der BALF eines Patienten extra-
hiert und verarbeitet. Es fehlt der Nachweis, dass
zur Konstruktion des behaupteten Virusgenoms
fir SARS-CoV-2 ausschliefilich virale Nukleinsdu-
ren verwendet wurden. Weiter wurden in Bezug auf
die Konstruktion des behaupteten viralen Erbgut-
stranges keine Ergebnisse moglicher Kontrollex-
perimente veréffentlicht. Dies gilt ebenso fiir alle
weiteren in der vorliegenden Arbeit betrachteten
Referenzsequenzen. Im Falle von SARS-CoV-2 be-
stiinde eine naheliegende Kontrolle darin, dass aus
unverddchtigen RNA-Quellen menschlichen, oder
auch anderen Ursprungs, das behauptete Virusge-
nom nicht assembliert werden kann.

In der vorliegenden Publikation untersuchten wir
die Reproduzierbarkeit von de novo Assemblie-
rungen anhand der veréffentlichten Original-Se-
quenzdaten zur urspriinglichen Arbeit zum Coron-
avirus SARS-CoV-2 [1]. Weiter untersuchten wir die
Strukturdhnlichkeit der vorliegenden Sequenzdaten
mit weiteren o&ffentlich zuganglichen viralen Re-
ferenzsequenzen fiir (Fledermaus-) SARS-CoV [1,
7, 13, 14], Humane Immundefizienz-Virus [8], P>
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Hepatitis delta [9], Masern [11, 12], Zika [10], Ebola
[15], Marburg [16] (Tabellen und Abbildungen: Ta-
belle 3). Dazu stellen wir hier ein einfaches bioinfor-
matisches Protokoll vor. Zur Absicherung unserer
Ergebnisse betrachteten wir auch zufallig generierte
und fiktive Genomsequenzen, um eine reine Zufal-
ligkeit unserer Resultate auszuschliefRen.

Hauptteil

Erneute de novo Assemblierung

der veroffentlichten Sequenzdaten

Zur Wiederholung der de novo Assemblierung
haben wir die urspringlichen Sequenzdaten
(SRR10971381) vom 27.01.2020 am 30.11.2021 unter
Verwendung der SRA-Tools [19] aus dem Internet
heruntergeladen. Zur Vorbereitung der gepaarten
Sequenzlesungen fir den eigentlichen Assemblie-
rungsschritt mit Megahit (v.1.2.9) [20] verwende-
ten wir den FASTQ-Préaprozessor fastp (v.0.23.1)
[21]. Nach der Filterung der paired-end-Lesungen
verblieben 26.108.482 von den urspriinglich insge-
samt 56.565.928 Lesungen mit einer Lange von etwa
150 bp. Ein grofier Teil der Sequenzen, vermutlich
mehrheitlich solchen menschlichen Ursprungs
wurden von den Autoren mit ,N“ fiir unbekannt
tberschrieben und daher von fastp herausgefiltert.
Dies ist im Sinne der Wissenschaftlichkeit als pro-
blematisch anzusehen, da nicht mehr alle Schritte
nachvollzogen bzw. reproduziert werden kénnen.
Zur aufwendigen Contigerstellung aus den verblie-
benen kurzen Sequenzlesungen verwendeten wir
Megahit (v.1.2.9) in der Standardeinstellung.

Wir erhielten mit 28.459 (200 nt — 29.802 nt) Con-
tigs deutlich weniger als in [1] beschrieben. Ab-
weichend von den Darstellungen in [1] umfasste
das von uns ldngste zusammengesetzte Contig
lediglich 29.802 nt und damit 672 nt weniger als
das langste Contig mit 30.474 nt, welches nach
[1] nahezu das gesamte virale Genom umfasste.
Unser langstes Contig zeigte auf einer Lange von
29.801 nt eine perfekte Ubereinstimmung mit der
Sequenz MN9o08947.3 (Tabellen und Abbildungen,
Tabellen 1, 2). Damit konnten wir das fiir die wis-

senschaftliche Uberpriifung so wichtige lingste
Contig mit 30.474 nt nicht reproduzieren. Folglich
kann es sich bei den veroffentlichten Sequenzda-
ten nicht um die urspringlichen zur Assemblie-
rung verwendeten Lesungen handeln.

Nach der Assemblierung der Contigs ermittelten
wir durch Mapping der kurzen Sequenzen an die
28.459 ermittelten Contigs mit Bowtie2 (v.2.4.4)
[22] die jeweilige Abdeckungsfille. AnschlieBend
glichen wir die so Contigs mit der grofiten Ab-
deckungsfiille sowie die 5o langsten Contigs am
05.12.2021 bzw. 20.12.2021 mit der Nukleotidda-
tenbank (Blastn) ab. Die detaillierten Abfrageer-
gebnisse kénnen den Tabellen und Abbildungen:
Tabellen 1, 2 entnommen werden.

Ein Vergleich unserer Ergebnisse (Tabellen und Ab-
bildungen: Tabelle 1) mit denen aus [1, erganzende
Tabelle 1] zeigen bemerkenswerte Unterschiede.
Im Folgenden wird an die Contig-ld‘s aus [1] zur
besseren Abgrenzung zu unseren Contig-Id’s ,,1_*
vorangestellt. Ganz allgemein ldsst sich feststellen,
dass unsere Abfragetreffer bzgl. der Akzessions-
nummern nicht exakt mit denen aus [1] iberein-
stimmen. In Bezug auf die Subjektbeschreibun-
gen beobachteten wird weitestgehend eine gute
Ubereinstimmung. Weiter zeigte sich, dass unse-
re Contigs, mit Ausnahme des langsten Contigs
(1_k141_275316), eine groBere Lange und tenden-
ziell eine groRere Fille der Abdeckung aufweisen.
Eindeutig ist der Fall bei Contig 1_k141_179411 im
Vergleich zum Contig k141_12253. Das erstgenannte
besitzt eine Lange von 2.733 nt, wahrend das zweit-
genannte 5.414 nt lang ist. Dies gibt einen ersten
moglichen Hinweis darauf, dass es wahrend der
PCR-Bestatigung mit den fir MN908947.3 aus 1_
k141_275316 konstruierten Primern zu einer unspe-
zifischen Amplifikation von nicht mit SARS-CoV-2
assoziierten Sequenzlesungen kam.

An dieser Stelle soll noch detailliert auf das Con-
tig mit der ldentifikation k141_27232 eingegangen
werden, mit welchem 1.407.705 Sequenzen as-
soziiert sind, und damit etwa 5% der verbliebe-
nen 26.108.482 Sequenzen. Der Abgleich mit der

Nukleotiddatenbank am 05.12.2021 zeigte eine
hohe Ubereinstimmung (98,85%) mit ,Homo sa-
piens RNA, 45S pre-ribosomal N4 (RNA45SNa),
ribosomal RNA“ (GenBank: NR_146117.1, vom
04.07.2020). Diese Beobachtung steht im Wi-
derspruch zu der Behauptung in [1], dass eine
ribosomale RNA-Depletion durchgefiithrt und hu-
mane Sequenzlesungen unter Verwendung des
menschlichen Referenzgenoms (human release
32, GRCh38.p13) gefiltert wurden. Bemerkens-
wert hierbei ist die Tatsache, dass die Sequenz
NR_146117.1 erst nach der Veroffentlichung der
hier betrachteten Sequenzbibliothek SRR10971381
publiziert wurde.

Diese Beobachtung unterstreicht die Schwierigkeit
der a priori Bestimmung des exakten Ursprungs
der einzelnen Nukleinsidurefragmente, die zur
Konstruktion behaupteter viraler Genomsequen-
zen Verwendung finden.

Referenzbasierte Sequenzstrukturanalyse

Grundsatzlich haben wir die paired-end-Lesungen
(2x151 bp) mit BBMap [23] an die von uns betrach-
teten Referenzsequenzen (Tabellen und Abbildun-
gen: Tabelle 3) unter Verwendung relativ unspe-
zifischer Einstellungen gemappt. Anschlieend
variierten wir die Mindestlange (M1) und die Min-
dest(nukleotid)identitat (M2) mit reformat.sh um
entsprechende Teilmengen der zuvor gemappten
Sequenzen mit entsprechender Giite zu erhalten.
Die Erh6hung von Mindestldnge M1 oder Mindest-
nukleotididentitat M2 erhoht dabei die Signifikanz
des jeweiligen Mappings. Anschlieflend bildeten
wir mit den jeweiligen Teilmengen von gewdhlter
Glte Konsensussequenzen bzgl. der jeweils be-
trachteten Referenz. Dabei setzten wir alle Basen
mit einer Qualitat geringer als 20 auf ,,N* (unbe-
kannt). Eine Qualitat von 20 bedeutet dabei eine
Fehlerrate von 1% je Nukleotid, was im Rahmen
unserer Analysen als ausreichend angesehen wer-
den kann. Schlieilich erfolgte die Beurteilung der
Ubereinstimmung von Referenz- und Konsensus-
sequenzen mit BWA [24], Samtools [25] und Tab-
let [26]. Das geordnete Paar (M1; M2) = (37; 0,6)
wurde gerade so gewahlt, dass sich fir die Refe-
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renz LC312715.1 Fehlerraten F1 bzw. F2 von kleiner
10% ergaben. Die Ergebnisse aller durchgeftihrten
Berechnungen sind in Tabellen und Abbildungen:
Tabelle 4 dargestellt.

Die Berechnungen zeigen die hochste Signifikanz
fur die Wahl des geordneten Paares (37; 0,6), was
an den jeweils hochsten Fehlerraten zu erkennen
ist. Eine vergleichbare Signifikanz liefern die geord-
neten Paare (47; 0,50) und (25; 0,62). Wahrend die
mit Coronaviren assoziierten Genomsequenzen in
etwa Fehlerraten von (ber 10% fiir alle betrachte-
ten geordneten Paare (M1; M2) zeigen, liegen die
Fehlerraten der beiden Sequenzen LC312715.1 (HIV)
und NC_o01653.2 (Hepatitis delta) unter 10% und
nehmen bei den geordneten Paaren (32; 0,60) und
(30; 0,60) weiter ab. Die Sequenz MGy772933_short
besteht im Wesentlichen aus dem Teil, welcher
nicht mit den SARS-CoV-2 assoziierten Lesungen
abdeckbar ist (siehe Tabellen und Abbildungen:
Abbildung 3). Auch hier konnte keine Verbesse-
rung durch Reduktion der Werte fir M1 und M2
erreicht werden. Die Fehlerraten fir die Sequen-
zen NC_039345.1 (Ebola), NC_024781.1 (Marburg),
AF266291.1 und KJ410048.1 (Masern) liegen deut-
lich tiber denen von LC312715.1 und NC_001653.2.
Wiahrend die Nukleinsduresequenzen zur Errech-
nung der erstgenannten Genome in Vero Zellen
propagiert wurden, entstammen die fir LC312715.1
und NC_oo01653.2 verwendeten Nukleinsdure-
sequenzen direkt aus Proben menschlichen Ur-
sprungs (Tabellen und Abbildungen: Tabelle 3). Es
stellt sich daher die Frage, ob dieses Resultat auf
Strukturunterschiede der jeweiligen Nukleinsdure-
quellen oder auf die jeweils verwendeten Sequen-
zierungsprotokolle zuriickzuftihren ist. So kénnten
moglicherweise die zur Umwandlung der RNA in
cDNA verwendete reverse Transkriptase oder die
zur Amplifikation herangezogenen Primersequen-
zen sowie die Amplifikationszyklen zu Unterschie-
den der gewonnenen Sequenzbibliotheken fithren.

Die hochsten Fehlerraten F1 und F2 zeigen die
zuféllig generierten fiktiven Genomsequenzen
rnd_uniform, rnd_wuhan, rnd_wh_mk_1 und rnd_
wh_mk_2, sodass die hier gefundenen Ergebnisse
nicht rein zufallig sind. >
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Grafische Analyse der Abdeckungsverteilungen
und Leselangen

Nachdem wir die Méglichkeit zur Bildung von Kon-
sensussequenzen mit hoher Giite bzgl. einiger Refe-
renzsequenzen beobachtet haben, analysierten wir
die Abdeckungsverteilung der assoziierten kurzen
Sequenzlesungen (Tabellen und Abbildungen: Ab-
bildungen 1-22) sowie die Verteilung der Leseldngen
(Tabellen und Abbildungen: Abbildungen 23-25).
Dazu haben wir zuvor die kurzen Sequenzlesungen
mit BBMap an die jeweiligen Referenzsequenzen

gemappt ((M1; M2) = (37; 0,60)). Neben den kurzen
Sequenzen, haben wir ebenfalls die 26 Primerpaare
[1, Supplementary Table 8. PCR primers used in this
study.] zur Gesamtgenomsequenzierung von SARS-
CoV-2 (GenBank: MN908947.3) an die betrachteten
Referenzgenome gemappt. Die anschlielende Ana-
lyse erfolgte via Tablet und dem Tabellenkalkulati-
onsprogramm Excel.

Zuniéchst betrachten wir die zufallig generierte Refe-
renz rnd_uniform.

Reference: rnd_uniform

Reference - rnd_uniform Primer

Genome length 29.903 Genome length 29.903
Number of reads 46.288 Number of reads 52
2 Read length 41,96 o Read length 23,81
P (Covering a nucleotide) 0,00140307 P (Covering a nucleotide) 0,00079616
Lambda 0,01539754 EN (Expected coverage) 0,0414
EN (Expected coverage) 64,9454 VARN (Binomial distribution) 0,0414
VARN (Exponential distribution) 4.218 Covered nucleotides 923
VARN (Trimmed 99,5 %) 4.125 Coverage in % 3,09 %
Covered nucleotides 29.903 Error rate in % 36,70 %
Coverage in % 100,00 %

Abbildung 13: Referenz rnd_uniform. a) rnd_uni-
form_reads gemappt mit BBMap (M1; M2) = (37;
0,60). b) rnd_uniform_primer gemappt mit BBMap. c)
Exponential distributed coverage wurde durch stoch-
astische Simulation mit Hilfe der Inversionsmethode
erzeugt. d) Die 26 Primerpaare ([1, Supplementary
Table 8. PCR primers used in this study.]) verteilen
sich ungleichmdflig (ber das gesamte Referenzge-
nom hinweg. Die Primerpositionen korrelieren nur
schwach mit Bereichen hoher Nukleotidabdeckung,
wobei diese jeweils nur wenige Nukleotide umfassen.
e) Die Verteilung von rnd_uniform_reads erscheint
weitestgehend zufdllig. Die Varianz der betrachteten
Exponentialverteilung stimmt gut mit der getrimmten
empirischen Varianz (iberein.

Die Abdeckung (rnd_uniform_reads) schwankt
zuféllig und relativ homogen tber alle Nukleotid-
positionen hinweg. Die Struktur ist vergleichbar
mit der zufillig generierten Abdeckung (Expo-
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nential distributed coverage), wobei die Varianz
etwas geringer erscheint. An wenigen vereinzel-
ten Nukleotidpositionen zeigt die Abdeckung im
Vergleich zum Durchschnitt hohe Abdeckungen,
die sich aber jeweils nur Uber wenige zusam-
menhangende Nukleotidbereiche erstrecken. Ein
Zusammenhang mit den Primerpositionen ist
nur schwach ausgepragt zu erkennen. Die rein
zufillig erscheinende Abdeckung mit den kurzen
Sequenzlesungen korreliert mit einer nicht durch-
gangig mappbaren Konsensussequenz und hoher
Fehlerrate F1 von 38,60%. Die zufillige (innere)
Nukleotidstruktur der stochastisch simulierten
Referenzsequenz ,rnd_uniform“ ist in den hier
untersuchten Sequenzdaten somit eher nicht ent-
halten.

Im Kontrast dazu betrachten wird nun das
Referenzgenom fur SARS-CoV-2 (GenBank:
MN908947.3)

Reference: MN908947.3

=3
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Reference - MN908947.3 Primer
Genome length 29.903 Genome length 29.903
Number of reads 121.779 Number of reads 52
2 Read length 145,56 o Read length 23,75
P (Covering a nucleotide) 0,00486776 P (Covering a nucleotide) 0,00079423
EN (Expected coverage) 592,7907 EN (Expected coverage) 0,0413
VARN (Binomial distribution) 589,9052 VARN (Binomial distribution) 0,0413
Covered nucleotides 29.903 Covered nucleotides 1.235
Coverage in % 100,00 % Coverage in % 4,13 %
Error rate in % 0,00 %

Abbildung 1: Referenz MN908947.3.

a) MN9o8947.3_reads gemappt mit Bowtie2 unter
Verwendung der Standardeinstellungen.

b) MN908947.3_primer gemappt mit BBMap.

¢) Quantile wurden ermittelt aus EN und VARN unter
der Verteilungshypothese einer Binomialverteilung.
d) Die 26 Primerpaare ([1], Supplementary Table 8.
PCR primers used in this study.) liegen gleichmdgig
verteilt iber das gesamte Referenzgenom hinweg.
Die Primerpositionen korrelieren mit Bereichen ho-
her Nukleotidabdeckung.

Im Unterschied zu Abbildung 13 zeigt die Ab-
deckungsverteilung eher ein Wellenmuster mit
regelmafigen deutlich erhdhten Nukleotid-
abdeckungen. Die 26 Primerpaare verteilen sich
gleichmaBig uber alle Nukleotidpositionen der
Referenzsequenz. In der Ndhe von Nukleotid-
positionen mit einer im Vergleich zum Durch-

Reference: MNS08947.3

a)

schnitt hohen Nukleotidabdeckung befinden sich
oft auch die Primerpositionen. Dies zeigt, dass
nicht alle Teile des Referenzgenoms gleichmafig
amplifiziert wurden. Unter der Annahme, dass
alle 29.903 Nukleotidpositionen bei SARS-CoV-2
assoziierten Lesungen mit gleicher Wahrschein-
lichkeit vorkommen, misste die Abdeckung fiir
jede Nukleotidposition mit 99,5% Wahrschein-
lichkeit zwischen den beiden Linien liegen. Dies
ist bei etwa 90% der Nukleotidpositionen nicht
der Fall. A priori wiirde man erwarten, dass, wenn
hinreichend Virus-RNA in der Probe vorliegt und
hinreichend viele Sequenzstiickchen gelesen wer-
den, eine homogene Abdeckung der Nukleotide
innerhalb des Virusgenoms erreicht wiirde.

Die nachfolgende Grafik ermoglicht das Stu-
dium der Verteilungen der Leselangen der so-
eben betrachteten Referenzen (rnd_uniform und
MN908947.3)

Reference: LC312715.1

® @ Read length

b)

Reference: NC_001653.2

)

Reference: md_uniform

e)

Abbildung 23: a)-f)
Mapping mit BBMap (M1; M2) = (37; 0,60).
Analyse in Excel.

Abbildung 23e) zeigt die Verteilung der Leselan-
gen im Falle der Referenz ,rnd_uniform“. Die
durchschnittliche Leseldnge liegt bei 41,96 nt
nur leicht rechts neben dem Maximum der Ver-
teilung. Im Vergleich dazu zeigt die Verteilung fur
die Referenz MN908947.3, Abbildung 23a) einen
markanten zu Abbildung 23e) dhnlichen (zufal-
ligen) Bereich und einen ausgepragten Bereich
mit Lesungen von etwa 150 nt Lange. Die durch-
schnittliche Leselange liegt bei tiber 110 nt. Alle
Referenzsequenzen mit einer vergleichbaren und
daher eher zufilligen Verteilung der Leseldngen
wie bei der stochastisch simulierten Referenz
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Reference: AF266291.1

d)

Reference: rnd_wuhan

»rnd_uniform* (Tabellen und Abbildungen: Ab-
bildung 23d), f); Abbildung 24d), e), f); Abbildung
25a)-c)) zeigen auch hohe Fehlerraten F1 und F2
(Tabellen und Abbildungen: Tabelle 4)

Diese Feststellung wird durch die nachfolgende
Analyse unterstrichen. Um die innere Struktur der
veroffentlichten ca. 56 Mio. Sequenzen besser zu
verstehen, haben wir fir die Sequenz MN908947.3
bei der Teilmengenbildung im Anschluss an das
Mapping mit BBMap neben M1 und M2 die zusatz-
liche Bedingung maxlength=100 beriicksichtigt.

>
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Reference: MN908947.3
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Reference - MN908947.3

Reference - MN908947.3 - Short reads

Genome length 29.903 Genome length 29.903
Number of reads 121.779 Number of reads 59.949
2 Read length 145,56 o Read length 46,24
P (Covering a nucleotide) 0,00486776 P (Covering a nucleotide) 0,00154643
EN (Expected coverage) 592,7907 Lambda 0,01078668
VARN (Binomial distribution) 589,9052 EN (Expected coverage) 92,7070
Covered nucleotides 29.903 VARN (Exponential distribution) 8.595
Coverage in % 100,00 % VARN (Trimmed 99,5%) 19.129

Covered nucleotides 29.903

Coverage in % 100,00 %

Abbildung 2: Referenz MN908947.3.

a) MN908947.3_reads gemappt mit Bowtiez un-
ter Verwendung der Standardeinstellungen. b)
MN908947.3_short_reads gemappt mit BBMap (Mz1;
M2) = (37 (max. 100); 0,60). c) Exponential distribu-
ted coverage wurde durch stochastische Simulation
mit Hilfe der Inversionsmethode erzeugt. Die Abde-
ckungsverteilung MN908947.3_short_reads zeigt ein
eher zufilliges Muster, weist aber eine héhere Vari-
anz (nach Kappung der 0,5% héchsten Nukleotid-
abdeckungen. Die ist im Wesentlichen auf die weni-
gen Ausschldger Abdeckungsverteilung zu erkldren.

Durch Ausschluss aller mappbaren Sequenzen mit
einer Lange oberhalb von 100 Nukleotiden, wurden
im Wesentlichen die etwa 120.000 mit SARS-CoV-2
assoziierten Lesungen entfernt. Die Abdeckungs-
verteilung der verbleibenden kurzen Sequenzen
erscheint analog zu Abbildung 13 nunmehr zufal-
lig. Erneut korreliert dies mit hohen Fehlerraten R1
(29,90%) und Rz (29,96%). Dies zeigt, dass in den
veroffentlichten Sequenzen, mit Ausnahme der
etwa 120.000 (Tabellen und Abbildungen. Tabelle 1)
assoziierten kurzen Lesungen keine nennenswerte
Struktur der Referenz MN908947.3 enthalten ist.
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Bevor wir auf einige von uns untersuchte Referenz- Abbildung 18: Referenz ki41_12253.

genome detailliert eingehen, méchten wir zunachst
die Abdeckung zweier weiterer Contigs betrachten
(k141_12253 und k141_20796). Wahrend sich das Con-
tig mit der Identifikation ki141_12253 durch eine rela-
tivhohe Abdeckung auszeichnet, gehort ki41_20796
zu den drei langsten errechneten Contigs.

a) ki41_12253_reads gemappt mit Bowtie2
unter Verwendung der Standardeinstellungen.
b) k141_12253_primer gemappt mit BBMap.

I IJﬁl | M H

Reference: k141_12253
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Reference - ki41_12253 Primer
Genome length 5.414 Genome length 5.414
Number of reads 213.74 Number of reads 38
o Read length 142,04 o Read length 22,82
P (Covering a nucleotide) 0,02623561 P (Covering a nucleotide) 0,00421422
EN (Expected coverage) 5607,7039 EN (Expected coverage) 0,1601
VARN (Binomial distribution) 5460,5824 VARN (Binomial distribution) 0,1595
Covered nucleotides 5.414 Covered nucleotides 812
Coverage in % 100,00 % Coverage in % 15,00 %
Error rate in % 37,30 %

Das Contig ki41_12253 zeigt eine hohe Ahnlich-
keit mit dem Bakterium Leptotrichia (GenBank:

mappt werden. Die Abdeckungsverteilung stellt
sich duflerst inhomogen dar und zeigt insbeson-

CPo12410.1). Von den 52 verdffentlichen Primerse- dere innerhalb der ersten soo Nukleotide eine im

quenzen konnten 38 mit einer relativ hohen Feh-

Vergleich zum Durchschnitt extrem hohe Nukleo-

lerrate von 37,30% an die Referenz ki41_12253 ge- tidabdeckung. Die Bereiche mit einer hohen P>



46 WISSENSCHAFFTPLUS magazin 1/2022

Abdeckung korrelieren dabei mit den ermittelten
Primerpositionen. Dies kénnte darauf hindeuten,
dass nicht ausschlieBlich SARS-CoV-2 assoziierte
Lesungen in grofer Menge amplifiziert wurden.
Unter Beriicksichtigung der relativ hohen Fehlerra-
te von 37,30% wiirde dies eine relativ unspezifische
Amplifikation bedeuten. So stellt sich die Frage, ob
durch die Amplifikation der cDNA mit den spezi-

fischen Primersequenzen gewonnenen Lesungen
bereits in der Ausgangsprobe enthalten waren,
oder durch das Verfahren selbst entstanden sind.

Abbildung 21: Referenz k141_20796.

a) ki41_20796_reads gemappt mit Bowtie2
unter Verwendung der Standardeinstellungen.
b) k141_20796_primer gemappt mit BBMap.

Reference: k141_20796

l M Y \ Vi A
Reference - k141_20796 Primer
Genome length 13.656 Genome length 13.656
Number of reads 10.287 Number of reads 47
¢ Read length 142,11 o Read length 23,49
P (Covering a nucleotide) 0,01040648 P (Covering a nucleotide) 0,00172008
EN (Expected coverage) 107,0515 EN (Expected coverage) 0,0808
VARN (Binomial distribution) 105,9374 VARN (Binomial distribution) 0,0807
Covered nucleotides 13.645 Covered nucleotides 1.053
Coverage in % 99,92 % Coverage in % 7,71 %
Error rate in % 35,80 %

Das Contig k141_20796, welches eine hohe Uber-
einstimmung mit dem Bakterium Veillonella par-
vula (GenBank: LR778174.1) aufweist, zeigt eine
geringere Abdeckung mit assoziierten Lesungen

im Vergleich zum Contig mit der ldentifikation
k141_12253. Die Struktur der Nukleotidabde-
ckung dhnelt der von SARS-CoV-2 (GenBank:
MN908947.3). Insbesondere ist die Abdeckung

erneut inhomogen, was auf eine ungleichmafi-
ge Amplifikation hinweist. Aufgrund der héheren
Nukleotidlange, konnten nun 47 der 52 veréffentlich-
ten Primersequenzen mit einer mittleren Fehlerrate
von 35,8% an das Referenzcontig gemappt werden.
Erneut korrelieren die Primerpositionen gut mit den
Bereichen einer hohen Nukleotidabdeckung. Dies
kénnte auch hier auf eine unspezifische Amplifika-
tion von Sequenzen, welche nicht mit SARS-CoV-2
(GenBank: MN908947.3) assoziiert sind, hindeuten.

In dem vorliegenden Abschnitt wollen wir noch
detaillierter auf die Referenzsequenzen ,,Human
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immunodeficiency virus 1“ (GenBank: LC312715.1)
und ,Measles virus genotype D8 strain MVi/Mu-
enchen” (GenBank: K]410048.1) eingehen. Alle
Ubrigen Abbildungen kénnen den ergidnzenden
Materialien (Tabellen und Abbildungen: Abbil-
dungen 1-22 und Abbildungen 23-25) entnommen
werden.

Abbildung 6: Referenz LC312715.1.

a) LC312715.1_short_reads gemappt BBMap (M1; M2)
= (37; 0,60).

b) LC312715.1_primer gemappt mit BBMap. >

Reference:

"L LRI RA

LC312715.1

Reference - LC312715.1 Primer
Genome length 8.819 Genome length 8.819
Number of reads 65.196 Number of reads 46
o Read length 51,84 o Read length 23,54
P (Covering a nucleotide) 0,00587873 P (Covering a nucleotide) 0,00266963
EN (Expected coverage) 383,2696 EN (Expected coverage) 0,1228
VARN (Binomial distribution) 381,0165 VARN (Binomial distribution) 0,1225
Covered nucleotides 8.819 Covered nucleotides 1.031
Coverage in % 100,00 % Coverage in % 11,69 %
Error rate in % 38,00 %
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Bereits im vorherigen Abschnitt zeigte sich ein
hohe Strukturiibereinstimmung der veréffent-
lichten Sequenzen mit der Referenzsequenz
LC312715.1. Die berechnete Konsensussequenz
zeigte relativ im Vergleich z.B. zu den SARS as-
soziierten Referenzen geringere Fehlerraten Ri1
= 8,60% und Rz = 8,83%. Die Abbildung 6 zeigt
deutliche Unterschiede zur Abbildung 13. Die
Abdeckungsverteilung zeigt auch eher ein Wel-
lenmuster mit relativ regelmaRigen Bereichen be-
sonders hoher Abdeckung und unterschiedet sich
daher deutlich von der Abdeckungsverteilung der
zufélligen Referenz ,,rnd_uniform“. Die Verteilung

der Leseldangen (Abbildung 23b), vergleiche auch
¢)) unterscheidet sich ebenfalls deutlich zu den
eher zufilligen Verteilungen und zeigt eine sig-
nifikante Anzahl mappbarer Lesungen mit einer
Lange bis zu etwa 110 nt. Auch die durchschnittli-
che Leseldnge liegt mit 51,84 nt hoher, als z.B. bei
rnd_uniform*.

Interessant ist auch hier die Position der Pri-
mersequenzen in Bezug auf Bereiche mit hoher
Nukleotidabdeckung im Vergleich zur mittleren
Abdeckung. Es konnten insgesamt 46 der 52 Pri-
mersequenzen mit einer Fehlerrate von 38,00%

Reference:

|

|
‘i*

KJ410048.1

il 10 LA LI
IhM’Y ».l'lt L»." i., l'-.-,f 'awi'f 'U A ! l ».!' Ad ,iw_b,]_,.l ‘
Reference - KJ410048.1 Primer

Genome length 15.894 Genome length 15.894
Number of reads 42.849 Number of reads 49
o Read length 42,38 o Read length 23,33
P (Covering a nucleotide) 0,00266641 P (Covering a nucleotide) 0,00146763
EN (Expected coverage) 114,2528 EN (Expected coverage) 0,0719
VARN (Binomial distribution) 113,9482 VARN (Binomial distribution) 0,0718

Covered nucleotides 15.894
Coverage in % 100,00 %

Covered nucleotides 1.115
Coverage in % 7,02 %

Error rate in % 35,10 %

der hier betrachteten Referenz zugeordnet wer-
den. Die Abbildung 6 suggeriert, dass auch mit
der Referenz LC312715.1 assoziierte kurze Se-
quenzlesungen im Rahmen der PCR-Bestatigung
amplifiziert wurden und dies, obwohl die Primer-
sequenzen nur mit einer relativ hohen Fehlerrate
der Referenz zugeordnet werden kénnen.

Kommen wir abschlieBend zu der Referenz
KJ410048.1 (Masernvirus).

Abbildung 10: Referenz KJ410048.1.

a) KJ410048.1_short_reads gemappt BBMap
(M1; M2) = (37; 0,60).

b) KJ410048.1_primer gemappt mit BBMap.

Die Abdeckungsverteilung weicht deutlich von der
in Abbildung 6 ab und zeigt gewisse Ahnlichkeiten
mit der Verteilung der assoziierten Sequenzlesun-
gen bzgl. ,rnd_uniform“, wobei die Schwankun-
gen in Bereichen geringerer Abdeckung weniger
stark ausgepragt sind. Die Verteilung der Leselan-
gen (Tabellen und Abbildungen: Abbildung 24d))
sowie die durchschnittliche Leselange von 42,38
sind mit den Daten von ,,rnd_unifom* vergleich-
bar und korrelieren ebenfalls mit relativ hohen
Fehlerraten F1=28,70% und F2=28,79%.

Diskussion und Ausblick

Wir untersuchten mit einem einfachen bioinfor-
matischen Protokoll die veréffentlichten Sequenz-
daten (BioProject-Zugangsnummer PRJNA603194
in der Datenbank NCBI Sequence Read Archive
(SRA)) zur Genomsequenz fiir SARS-CoV-2 (Gen-
Bank: MN908947.3). Die von uns verwendeten
Methoden sind nicht spezifisch fir SARS-CoV-2
und kénnen ohne besondere Modifikationen auch
auf andere Sequenzdaten angewendet werden.

Zunachst wiederholten wir mit den vorhandenen
Sequenzdaten die Contigerstellung mit Megahit
(v.1.2.9) und erhielten signifikant abweichende
Resultate im Vergleich zu den Darstellungen in
[1]. Wir konnten insbesondere das langste Contig
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mit 30.474 nt Lange, welches nach [1] nahezu das
gesamte virale Genom umfasste und als Basis fr
das Primerdesign fungierte, nicht reproduzieren.
Vielmehr zeigte das von uns generierte langs-
te Contig (29.802 nt) eine nahezu vollstandige
Ubereinstimmung mit der Referenz MN908947.3.
Folglich kann es sich bei den verdffentlichten
Sequenzdaten nicht um die urspriinglichen zur
Contigerstellung verwendeten kurzen Lesungen
handeln. Dies ist im Rahmen wissenschaftlicher
Publikationen als tiberaus problematisch anzuse-
hen, da so keine Uberpriifung der verdffentlichten
Ergebnisse mehr durchgefithrt werden kann. Die
Méglichkeit zur Uberpriifung publizierter wissen-
schaftlicher Hypothesen ist das Wesen lebendiger
Wissenschaft.

Im Widerspruch zu den Ausfithrungen in [1] ha-
ben wir Contigs hoher Abdeckungstiefe gefunden,
welche wahrscheinlich mit (ribosomalen) Ribo-
nukleinsauren humanen Ursprungs assoziiert
sind. Damit wurden nicht alle mit dem Menschen
in Verbindung stehenden Nukleinsduren wahrend
der Konstruktion von SARS-CoV-2 eliminiert. Wei-
ter wurde kein Nachweis tiber die Existenz viraler
Nukleinsduren in der Patientenprobe erbracht
und folglich besteht die Moglichkeit, dass zur
Konstruktion der behaupteten viralen Sequenz
MN908947.3 im bedeutenden Mafle unbemerkt
humane Nukleinsdurefragmente verwendet wur-
den. Diese Méoglichkeit ware durch Kontrollversu-
che auszuschliefRen.

In allen Publikationen zu den in dieser Studie ana-
lysierten Referenzgenome wurden die notwendi-
gen Nachweise zur exakten Herkunft der zur Kon-
struktion verwenden Sequenzfragmente ebenfalls
nicht erbracht und die notwendigen Kontrollver-
suche nicht publiziert.

Wir mochten an dieser Stelle noch erwdhnen,
dass moglicherweise bereits vielfach unbemerkt
Kontrollexperimente durchgefithrt wurden, die
die Moglichkeit der Konstruktion von SARS-CoV-2
Genomen aus nicht infektisen menschlichen
Proben zeigen. So werden beispielsweise in P
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[5]1 und [17] von Ganzgenomsequenzierungen aus
Proben mit einem Ausgangs-Ct-Wert von tber 35
berichtet. Dies kénnte eine Widerlegung des vira-
len Modells fiir SARS-CoV-2 sein.

Die Analyse der Nukleotidabdeckungsverteilun-
gen sowie die Langenverteilungen der mappbaren
Sequenzlesungen fir die jeweiligen Referenzse-
quenzen fithrt zu der Hypothese einer méglichen
unbeabsichtigten Amplifikation von nicht mit
SARS-CoV-2 assoziierten Sequenzlesungen. Weiter
ist damit einhergehend die Moglichkeit der unbe-
absichtigten Generierung von Sequenzen in Be-
tracht zu ziehen, die in der Ausgangsprobe nicht
enthalten waren, sondern nur durch die Ampli-
fikationsbedingungen, wie z.B. die verwendeten
Primersequenzen und die durchgefiihrten Zyklen,
entstanden. Diese Maglichkeit erfordert daher die
Durchfthrung geeigneter Kontrollversuche.

Neben dem Versuch der Wiederholung der in [1]
publizierten Assemblierung mit den veroffent-
lichten Sequenzlesungen, haben wir ein einfaches
Protokoll zur Analyse der inneren Struktur grofier
Datensatze kurzer Sequenzlesungen betrach-
tet. Mit den vorliegenden Sequenzdaten konnten
wir fir die Referenzgenome LC312715.1 (HIV) und
NC_o01653.2 (Hepatitis delta) Konsensussequen-
zen mit einer hdheren Giite berechnen, als bei de-
nen von uns betrachteten mit Coronaviren assozi-
ierten Referenzsequenzen. Dies gilt insbesondere
auch fur bat-SL-CoVZC4s5 (GenBank: MG772933.1),
welches zur Ursprungshypothese von SARS-CoV-2
fithrte. Damit konnten wir unsere Hypothese erhar-
ten, dass es sich bei den behaupteten viralen Ge-
nomsequenzen in dem Sinne um Fehldeutungen
handelt, dass diese unbemerkt aus nicht viralen
Nukleinsdurefragmenten konstruiert wurden bzw.
werden. Insbesondere unterstreichen unsere Er-
gebnisse die dringliche Notwendigkeit zur Durch-
fithrung entsprechender Kontrollversuche. Fiir jede
vermutete pathogene virale Genomsequenz be-
stiinde ein naheliegendes Protokoll darin, jeweils
aus entsprechenden unverdachtigen Proben unter
Verwendung identischer Protokolle die Assemblie-
rung der Genomsequenzen zu versuchen.

Wir beobachteten hohe Fehlerraten R1 und R2
bei den Referenzgenomen fiir Masern, Ebola oder
Marburg, bei denen die zur Konstruktion verwen-
deten Nukleinsdurefragemente in Vero-Zellen
propagiert wurden. Es bleibt bislang eine offene
Frage, ob dies in den Nukleinsdurequellen selbst,
oder an den verwendeten Amplifikationsbedin-
gungen (z.B. Primersequenzen und Zyklenzahl)
bzw. Sequenzierungsprotokollen (z.B. die verwen-
deten Polymerasen und reversen Transkriptasen)
begriindet liegt.

Im Hinblick auf unsere Ergebnisse empfehlen wir
neben der Veroffentlichung der endgtltigen ver-
wendeten Sequenzdaten stets auch solche, die
nur durch die Amplifikation mit zufalligen Hexa-
meren und moderaten Zyklenzahlen entstanden
sind, um moglichst unverzerrte Daten zur Struk-
turanalyse bereitzustellen.

Material und Methoden

Abdeckungstiefe einer Referenzsequenz

mit kurzen Sequenzlesungen

Es bezeichne G die Lange der Referenzsequenz,
AL die durchschnittliche Leseldnge, n die Anzahl
der kurzen Sequenzlesungen sowie N die zufalli-
ge, durchschnittliche Abdeckungstiefe der Refe-
renzsequenz mit den kurzen Sequenzlesungen.
Dann gilt

EN=n- %
G

Der Ausdruck % kann als Wahrscheinlichkeit
der Abdeckung eines Nukleotids innerhalb der
Referenzsequenz mit einer kurzen Sequenzlesung
angesehen werden.

Generierung zufilliger Referenzsequenzen

Der nachfolgende Satz ermdglicht die Simulation
einer ZufallsgroBe X mit kumulativer Verteilungs-
funktion F.

Satz (Inversionsprinzip) [28].

Es sei U eine auf dem Intervall (0,1) gleichverteilte
Zufallsgroe. Weiter seien X eine Zufallsgrofie mit
kumulativer Verteilungsfunktion F, sowie

F (y) := inf {x € RIF(x)=y}.
Dann gilt
F+(U) ~ X.

Es seien U,i=1,..,29.903 unabhdngig identische
gleichverteilte Zufallsgréfien auf dem Intervall
(0,1). Mit p_,nt e{A,T,C,G} bezeichne die Wahr-
scheinlichkeit fur das Nukleotid nt. Dann ergibt
sich das Nukleotid N,i=1,..,29.903 der zufillig ge-
nerierten Referenzsequenz via

A, O<Usp,

N,_= T, pA<UiSpA+p1’
C  p+p<Usp,+p+pc
G, p,+p+p.<U<ui

Bei der Referenzsequenz ,rnd_unifom“ wurde
die Gleichverteilung auf der Menge {A,T,C,G} ver-
wendet. Zur Simulation der zufélligen Referenzse-
quenz ,rnd_wuhan® wurde als Nukleotidvertei-
lung das relative Auftreten der Nukleotide A, T,
C und G in der Genomsequenz fiir SARS-CoV-2
(GenBank: MN908947.3) gewahlt. Bei der Konst-
ruktion der randomisierten Referenzsequenzen
~rnd_wh_mk_1“ und ,,rnd_wh_mk_2“ wurde je-
weils die bedingte Wahrscheinlichkeit, bedingt auf
das letzte bzw. auf die letzten beiden Nukleotide
gemaR den entsprechenden empirischen Haufig-
keiten in der Sequenz fiir SARS-CoV-2 (GenBank:
MN908947.3) gewahlt.

Stochastische Simulation zufalliger Abdeckungen
einer Referenzsequenz

Die kumulative Verteilungsfunktion der Exponen-
tialverteilung mit Parameter A lautet [28],

1-e™, x>0,
Fio = { 0, x<0O.
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Es sei X eine Zufallsgrofie mit Verteilungsfunktion F.
Dann gilt

und VARX = 1.

ExX= 1
A \2

Bioinformatische Methoden
(Strukturanalyse)

1. Mapping mit BBMap

bbmap.sh ref=¢reference.fasta

mapPacBio.sh in=SRR10971381_1.fastq in2=S-
RR10971381_2.fastq outm=mapped.sam vslow k=8
maxindel=o0 minratio=0.1

2. Selektion der gemappten Sequenzen
in Abhangigkeit von M1 und M2 mit BBMap
(reformat.sh)

reformat.sh in=mapped.sam out=sample_selection.
sam minlength=$M1 (maxlength=100) idfilter=sM2
ow=t

3. Berechnung der Konsensussequenz
3.1. Vorbereitung mit Samtools

samtools view -b sample_selection.sam > sample.bam
samtools sort sample.bam -o sample_sort_reads.bam
samtools index sample_sort_reads.bam

3.2 Rohe Konsensussequenz

samtools mpileup -uf mapping/sreference.fasta
sample_sort_reads.bam | bcftools call -¢ | vcfutils.
pl vcf2fq > SAMPLE_cns.fastq

3.3 Finale Konsensussequenz (min. Q20)

seqtk seq -aQé4 -q20 -n N sample_cns.fastq >
sample_cns.fasta

4. Mapping der Konsensussequenz
an die Referenzsequenz mit BWA >
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bwa index sreference.fasta
bwa mem sreference.fasta sample_cns.fasta >
sample_cns.sam

5. Begutachtung mit Tablet

Die Begutachtung erfolgte mit der Visualisie-
rungssoftware Tablet fur die Visualisierung von
Sequenzdaten.
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