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Schritt 6 — Read Processing

* Nachdem wir im Schritt 5 die Qualitat der Read Rohdaten bestimmt bzw. analysiert haben, folgt nun die anschlieRende
Prozessierung um einzelne Basen oder ganze Reads mit schlechten Quality Scores aus unserem Datensatz zu entfernen.
- Damit verhindern wir falsches Mapping von Reads im nachsten Schritt.
 Ubliche Schritte:
* Entfernen von Adaptersequenzen (und evtl. Barcodesequenzen) aus dem Library Preparation Schritt.
* Abschneiden (Trimmen) von einzelnen Basen am 5‘- und 3‘-Ende der Reads, deren Quality Score zu niedrig ist.
* Entfernen von ganzen Reads, wenn z. B. deren durchschnittlicher Quality Score zu niedrig ist, deren Lange zu gering, ...

e Esgibt verschiedene Tools um Reads zu prozessieren
z. B. PrinSeq, cutadapt, trimmomatic.

* Diese Tools unterscheiden sich hauptsachlich in der
Auswahl der Trimming- und Filtering-Optionen, also
der Art und Weise wie man bestimmte Quality-
Grenzwerte festlegen kann, aber vom Prinzip her
kdnnen alle in etwa das gleiche leisten.




Schritt 7 — Mapping

e Allgemeines zu Mapping: siehe die vorangegangenen Vorlesungen

e Aktuelle Mapping-Tools fiir NGS RNA-Seq Daten: Hisat2, TopHat2, segemehl, STAR

* Dies sind alles so genannte Split-Read-Aligner, d. h. sie splitten einen Read gegebenenfalls in zwei (oder mehr) Fragmente auf
um diese dann auf das libergebene Referenzgenom zu mappen. (Frage: Wollen wir das? = Meistens schon!)

* Weitere Fragen: Wie oft wollen wir einen einzelnen Read auf das Referenzgenom mappen, wenn es mehrere gleich gute
Mapping-Positionen gibt? - Im Idealfall an alle diese moglichen Stellen, aber das wirkt sich sehr negativ auf die Laufzeit aus.

* Standardmallig geben die oben genannten Mapping-Tools nur
die 5 bis 10 ersten gefundenen Mapping-Positionen fir jeden
Read wieder.

* Ein Kompromiss ware die Anzahl an zu erwartenden paralogen
Gene + Pseudogene zu berlickstichtigen = Das ist allerdings oft
nicht leicht zu bestimmen.



https://www.nature.com/articles/s41587-019-0201-4
https://link.springer.com/article/10.1186/gb-2013-14-4-r36
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/30/13/1837/2422281
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/29/1/15/272537

Schritt 7 — Mapping — Das SAM-Format

* Input flr ein Mapping-Tool sind die (prozessierten) Fastq Read-Files, sowie das gewiinschte Referenzgenom.

* Output eines Mapping-Tools sind die gemappten (und ungemappten) Reads im SAM-Format:
e Steht fiir Sequenz Alignment Map Format und ist wieder ein reines ASCII Textformat.
* Besteht aus Headerzeilen (beginnen mit einem ‘@’-Symbol) und Alignmentzeilen
* Erstere beschreiben das Referenzgenom und den Mapping-Aufruf, welcher das SAM-File erzeugt hat.
e Zweitere geben detaillierte Informationen Gber das Mapping der einzelnen Reads.




Schritt 7 — Mapping — Das SAM-Format

e Die Mappinginformationen der Reads sind in (mind. 11) Spalten organisiert.
* Die genaue SAM-Format Dokumentation gibt es hier.

Col Field Type Regexp/Range Brief description
1 QNAME String [!-7A-"]1{1,254} Query template NAME
2 FLAG Int [0,2'%-1] bitwise FLAG
3 RNAME String \*|[!-Q+-<>-"][!-"]% Reference sequence NAME
4 POS Int [0,2%-1] 1-based leftmost mapping POSition
5 MAPQ Int [0,2%-1] MAPping Quality

6 CIGAR String  \*| ([0-9]+[MIDNSHPX=])+ CIGAR string
7 RNEXT  String \*|=|[!'-Q+-<>=-"][!-"]* Ref. name of the mate/next read

8 PNEXT Int [0,2%"-1] Position of the mate/next read
9 TLEN Int [-2%'+1,2%1-1] observed Template LENgth
10 SEQ String \*|[A-Za-z=.]+ segment SEQuence
11 QUAL String [!'-"]+ ASCII of Phred-scaled base QUALity+33
Bit Description
1 Ox1 template having multiple segments in sequencing
2 0x2 each segment properly aligned according to the aligner
4 Ox4 segment unmapped
8 0x8 next segment in the template unmapped

16 0x10  SEQ being reverse complemented
32 0x20 SEQ of the next segment in the template being reverse complemented
64 0x40  the first segment in the template
128 0x80 the last segment in the template
256  0x100 secondary alignment
512 0x200 not passing filters, such as platform/vendor guality controls
1024  0x400 PCR or optical duplicate
2048 0x800 supplementary alignment

http://broadinstitute.github.io/picard/explain-flags.html


https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf

Schritt 7 — Mapping — Das SAM-Format

* Die Mappinginformationen der Reads sind in (mind. 11) Spalten organisiert.
* Die genaue SAM-Format Dokumentation gibt es hier.
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CGGGETGTTTGAGAAAGAAGAGGAAGATGAGGATGAAGACGAGGAGGAGG
CTGCTCCCCAGACTCACCGGAGGAGGCGGATACTCGAACCGGCTGCGTT
CTAGCCCTTTCCCTAGGCCTGAAGT TAGAAGGGGAGGCTGAGGAC
CTGCATTGGCCCCAGGAGTCCCCACAGCTTTAGAGGTCATAAGTGCTGCT
CTTCCCCCGCAGCAGTTCCGCACCAAGCGGTGCCCATACTGAACCTGTAC
GGEGCCATGGCCTCAGAGTTATGTGGGAAAATGCTGTGACTTGGGTTCTAG
CAGCTGCATGTGATACTCATACTGCTTCTGTAGGGACCCTGAGGCAGACG
CTCCATTTGCTATTCTTTTCTTTCTCTCCCACACCCGTGTGGTAGTGGGC
ACAATGTTATATTCCCTATGGATACTTTCAGTTCATCCAAAGAAGCCATT
CTCGGGGCGTAGCACTCCAGACCAGCCTTTCCAATGAAGGAGCCTTCTGC
AGAATAGTGTTGAGAACAAAGCCAGA
GGAAAAGCTTTCAGCCAGAAAGGAAGCTTAATTGTGCACATCCGCGTCCA
CAGCTACCTCGCTGCCAAGTACAACTTGTATGGGAAGGACCTGAAGGAGA
TCTTAACCCAGAGTTAAGACTTCCCTAACATTCCTTTTTCTTCATCTAAG
CTTTCTCTTGACTTCTGTTCCCTGCACTACAAATCTCCCAACATCCTCTC
CTTTCTCTTGACTTCTGTTCCCTGCACTACAAATCTCCCAACATCCTCTC
GAGAGGATGTTGGGAGATTTGTAGTGCAGGGAACAGAAGTCAAGAGAAAG
CATTACTATACTACTAACAGACCGCAACCTAAACACAACTTTCTTTGATC
GATCAAAGAAAGTTGTGTTTAGGTTGCGGTCTGTTAGTAGTATAGTAATG
TCCTCTTACAAGCAGAAGGGATGGAAGATCAGAGTAATGGTCGCCATCTG
GTTACTTACAAGAATGTACCTAACTGGCATAGAGATCTGGTACGAGTGTG
TGGCAGAAGCTAGTCCTGACCAAGCACACACACGCACTCACGTACACGAG
ATACATTGATTATGTGAGGAACTTGCCAGGCTCCATCTTTTAAAGCCAGG
GGCTAAGGCTCAGAGGGTAGCGGAAGGTGTAGAAAGGGGACATGAGGGCC
CCAAGGAGGTGGCAGATGAGGTGACCCGGCCCCGGCCAGCTGRAGATGAG
TGTTGTTTCTTATCTGTTGGATTATCCAAATAATGTTCTGTCAGTTCCCA
TAGAGAATAGCAGTTTGGTACAGAGGGCATAGGATGCTGTAGCCCACAGC
CGGACGAGTCGTAGCAGTGGGTGTAAACAGCAT TGGGGAAGAAGTCAATG
CTTGCGAATCCTGTCCAGGACAAGGTCAATGATCTCCTTGCCAATGGTGT
ACACCATTGGCAAGGAGATCATTGACCTTGTCCTGGACAGGAT TCGCAAG
CTTGCGAATCCTGTCCAGGACAAGGTCAATGATCTCCTTGCCAATGGTGT
ACACCATTGGCAAGGAGATCATTGACCTTGTCCTGGACAGGAT TCGCAAG
ACACCATTGGCAAGGAGATCATTGACCTTGTCCTGGACAGGAT TCGCAAG
CTTGCGAATCCTGTCCAGGACAAGGTCAATGATCTCCTTGCCAATGGTGT

22 2D=ADDDHHHFDGGE >EGHGGHG ; GCGGEFIEIIGFGGGGI@FHFGA
CCCFFFFFHHHHHII]JJIIGIIGIITIITI3IIIIHHGFDDDDDDE 2B
{@@@F AEDDFDDHHIGBFFHBHF : CFEA? EEEEGHGEHGCAH==F ?
CCCFFFFFGFHHHIJIHIGIIII1JIIIII1]I133IGHIIIIIIIIIIIH
C@@F FFFFHHHHFGIHHGHIIGBHHGFHGGI< FCFHECIJJIJJJFEAHH
J3331313313313313313331333333333113313FTIJHHHHHFFFFFCCC
CCCFFFFFHGFHH]J113333313333311133313311133131G1313111
@IEEEJIIJIIIIIGIIITIIIIITHHFIHFEF@IJIIHHGHHFFFFFCCC
GGIGIIIIGIGIIIIIIGIIITHEIIIIIIIIIGGBIGHHFHFDFFFCCC
CCCFFFFFHHHHDGITII333331331133133113]1IGIIGIICHHHFFF
EITHGIGCIIGEIHFCHHEDD?B@?@
CCCFFFADHFDHHHEHIGHIGIIDGHIIIIIIITIGIIGIIITIGGIIGIEE
CCCFFFFFHHHHHIJIJGIEHHHIIIIIHIII1I113]1133133131]G
{@GFFD?2 JIHGCHGGHGFE : GGGIJIGHFHGG ; GITJ JHGHHHFFFFF@@@
@@@DFF ?DF 2DHHIIIFHITEBEEE >FHAFGEGI >BFAHICH8BDFDGHG
@@@DFF ?DF 2DHHIIIFHITEBEEE >FHAFGEGI >BFAHICH8BDFDGHG
GHGDFDBBHCIHAFB>» IGEGFAHF>EEEBEIIHFIITHHD ? FD? FFD@@@
{@@@DDDFFGHHFHCHIHGEHGCEFG? ? GGFCGIIGFHBHBDHGIGIIIGE
@GIIIGIGHDEHBHFGIIGCFGG ? ?GFECGHEGHIHCHFHHGF FDDD@R@
CCCFFFFFHHHHHIJHGIJIFHIIIII1J13313GCGIIIGIGIIGITII]
BB@FFFFFHHGHHIJIHI113333333333333311J31JHIIIHIFHHI
GGGIGCFIIHGGIITIGGGIEHIGHFHFGE@ECF>C<DHFHFHFDDDD@EE
@2?@FDFFFFHD ?HIJJIGFEGHEHI]JIGII >»DGECGGIAHGIIJAEHI]
HEFEIGIGGGIIIGITIIIITIGIHIIGIITIIIIGIIJHHHFHDDFFFCC@
FFFFHHHHIGIJ11313333131HD333333333331JHHHHHFFFFFCCC
HIIIJIIIIIIIITIITIIIIIITIILIIIIIIITIIIHHHHHFFFDFCB@
CCCFFFFFHHHHHHII1IHI111311131331333313133133331311
CCCFFFDFFFHFF]JIICGGIEFDDGGHGIIGIIIIIIIIHGITICHIIII
@B@FFFF2HHHHHGIIIIIIJIIJIHIITI33333313IIIIGHIII?FD
DF 2J1IHGI33333333333IIIIHIITIITIIITIIGHHHHH? FFFFEB@
@B@FFFF2HHHHHGIIIIIIJIIJIHIITI33333313IIIIGHIII?FD
DF 2J1IHGI33333333333IIIIHIITIITIIITIIGHHHHH? FFFFEB@
DF 2J1IHGI33333333333IIIIHIITIITIIITIIGHHHHH? FFFFEB@
@B@FFFF?HHHHHGIIIIIIIITIINIIIIIIII3IIIIIIIGHITII2FD


https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf

Schritt 8 — Post-Processing der Read Mappings

* Die meisten Mapping-Tools generieren aus einem SAM-File auch direkt ein paar Mapping-Statistiken, mit denen man die
Gute des Mappings einschatzen kann: z

* Sollten die Mapping-Statistiken nicht den Erwartungen entsprechen (z. B. deutlich weniger gemappte Reads als erwartet),
muss man sich fragen woran das liegt:

e Gab es eine Kontamination in der sequenzierten Probe?

* Wurde ein falsches oder schlechtes Referenzgenom/-transkriptom
gewahlt?

* Hat man sich flr eine ungeeignete Mapping-Strategie entschieden
(falsche Parameterwahl)?

* Gibt es einen moglichen biologischen Grund, wie z. B. erhohte
Mutationsrate oder Editierungsrate innerhalb der sequenzierten
Transkripte im Vergleich zur Referenz?




Schritt 8 — Post-Processing der Read Mappings

* Mappings lassen sich auch visuell darstellen mit z. B. IGV, IGB, Tablet.

* Daflr misseni. d. R. die SAM-Files vorher konvertiert werden:
1. Konvertieren in das binare, aber inhaltlich identische, BAM-Format.
2. Sortieren der gemappten Reads nicht anhand der Read-Namen, sondern der Mapping-Koordinaten.
3. Indexieren des sortieren BAM-Files.

e Ublicherweise kann man fiir diese Post-Processing Aufgaben (und viele weitere) das Programm SamTools nutzen.



https://software.broadinstitute.org/software/igv/AlignmentData
https://wiki.transvar.org/display/igbman/Visualizing+read+alignments
https://ics.hutton.ac.uk/tablet/
http://samtools.sourceforge.net/

Schritt 9 — Read Counting

* Ziel des Read Countings ist es jedem (bekannten) genomischem Feature die Anzahl an gemappten Reads zuzuweisen.

* Dabeisind genomische Features i.d.R. definiert als alle genomischen Regionen die in irgendeiner Art und Weise exprimiert
werden. (Aber es gibt auch Ausnahmen, wie z. B. Promotorregionen u. A. = Kann man mit Clip-Seq Techniken analysieren)

* Wichtige Fragen:
* Ist die zugrunde liegende Annotation vollstandig (genug)?
* Was fir Features wollen wir zahlen? (Gen? Exon? UTR? Pseudogen? ncRNAs? Isoformen?)
* Wie gehen wir mit mehrfach gemappten Reads um? (Ignorieren? Mehrfach zahlen? Nur anteilig zahlen?)
* Wie zahlt man Reads die auf Gberlappende Features mappen?
* Muss man die Read-Orientierung (Forward vs. Reverse) beachten?




Schritt 9 — Read Counting — Ein Beispiel Count-File

Ziel des Read Countings ist es jedem (bekannten) genomischem Feature die Anzahl an gemappten Reads zuzuweisen.
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Schritt 10 — Differentielle Expressionsanalyse

* Im Prinzip wollen wir den Foldchange also das Verhaltnis der Expressionsanderung eines Gens in unterschiedlichen
Bedingungen (z. B. krank/gesund, mutiert/wildtyp, etc.) ermitteln. = Wir vergleichen die Countwerte der Gene zwischen
den untersuchten Bedingungen.

* Genauer: Wir untersuchen die aus den biologischen Replikaten stammenden gemittelten Countwerte der Gene zwischen

den unterschiedlichen Bedingungen, da der gemittelte Countwert (hoffentlich) naher am wahren Expressionswert eines Gens
liegt, als die tatsachlich gemessenen Countwerte.

 Zusitzlich wollen wir bestimmen ob die Anderung in der Expressionsstirke (also in den gemittelten Countwerten) statistisch
signifikant ist, oder durch biologische Variation (Rauschen) erklart werden kann.

* Vereinfachtes Beispiel:

Samf)(@ 4 Sind die Unterschiede Sﬁ V”»P/(/ >

C ” 2 zwischen den
e (4 ‘j— Countwerten der Gene Ge"‘ 4 @
en 15

N &
schon signifikant? (e B O
GenC 15 & 7 Gon ¢ YT

GenP 900 Cro, D TS1Y

ﬁ@” 4 /1700 Unterschiedliche (5, , = Sooo

2 2 GZS é Sequenziertiefe! = Z e P
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Schritt 10 — Differentielle Expressionsanalyse

 Um die Countwerte zweier Samples tberhaupt miteinander vergleichen zu kdnnen, mussen diese vorher erst normalisiert
werden.

* Ein einfaches normalisieren anhand der RNA-Seq Library-GroBen (also der Anzahl der sequenzierten Reads der
entsprechenden Fastg-Files) ist nicht moglich, da dies einen Bias fir sehr lange Transkripte einfihren wiirde (siehe cDNA
Amplifizierungsschritt in der Library Preparation).

e D. h. wir missen nicht nur nach Library-GrolRRe, sondern auch nach Transkriptlange normalisieren.

* Probleme:
* Was ist die richtige Library-GroRe? (Anzahl sequenzierter Reads? Anzahl gemappter Reads? Anzahl gecounteter Reads?)

* Was ist die korrekte Transkriptlange? (Genlange? Aufsummierte Exonlange? Langste/kirzeste/mittlere Isoformlange?)
— Die Auswahl der entsprechenden Parameter hat sehr groRen Einfluss auf die Normalisierung.

* Mogliche Normalisierungen: RPKM, FPKM, CPM, TPM.

12



Schritt 10 — Differentielle Expressionsanalyse
* Als ein Beispiel schauen wir uns die TPM (Transcripts Per Million) Normalisierung an:

1. Fur jedes Gen j, teile seinen Countwert durch dessen Genldange L;und durch 1000
- Wir erhalten den RPK-Wert (Reads per kilobase) fiir jedes Gen.

2. Summiere alle RPKs auf und teile diese Summe durch 10°
— Das ist unser Skalierungsfaktor T fir unser Sample.

3. Fir jedes Gen j, teile dessen RPK-Wert durch den Skalierungsfaktor T
- Wir erhalten den TPM-Wert.

X.
TPM; = (L—‘>* 103 * (1 v\ * 108,
' ZVGenejL_;

wobei X;der Countwert von Gen i ist.

e Aber: TPM (genauso wie RPKM, FPKM, CPM) ist nur ein relatives Anteilsmal3, d. h. es lassen sich
keine absoluten normalisierten Countwerte berechnen. Es eignet sich daher eher fiir Sample-interne
Vergleiche und zur Bestimmung von Genaktivitatsgrenzwerten.



Schritt 10 — Differentielle Expressionsanalyse

Zur Berechnung differentiell exprimierter Gene gibt es verschiedene Tools wie z. B. DESeq2, edgeR, limma.

Sie alle versuchen die Expressionswerte eines Gens durch diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilungen zu modellieren
(genauer: durch Poisson- oder Negativ Binomialveteilungen).

Diese Verteilungen werden durch die Countwerte der Gene geschatzt = Je mehr Replikate, desto besser sind diese
Verteilungsschatzungen.

Am Ende einer differentiellen Expressionsanalyse erhalten wir fir jedes Gen seinen Foldchange zwischen den
Untersuchten Bedingungen und einen p-Wert fir die Signifikanz dieses Foldchanges (und noch ein paar weitere
statistische Werte).

Der p-Wert gibt, grob gesagt, die Wahrscheinlichkeit an, dass ein gemessener Expressionsunterschied von einem Gen
nur durch Zufall entstanden ist. (Eigentlich stimmt das so nicht genau, aber eine genauere Erklarung wiirde an dieser
Stelle zu weit fliihren)

—> Fir uns wichtig: Je kleiner der p-Wert, desto wahrscheinlicher ist die Expressionsanderung eines Gens auf
eine biologische Ursache zurickzufihren.
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https://link.springer.com/article/10.1186/s13059-014-0550-8
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/26/1/139/182458
https://academic.oup.com/nar/article/43/7/e47/2414268

Schritt 10 — Differentielle Expressionsanalyse — Beispiel Ergebnis von

"GeneID",

"log2FoldChange",

"ENSMUSGeeeeee15451",
"ENSMUSGeeeeee73418",
"ENSMUSGeeeeee30789",
"ENSMUSGeeeeee41596",
"ENSMUSGeeeeeea3s74",
"ENSMUSGeoeeeeed7e7",
"ENSMUSGeeeeea377es8",
"ENSMUSGeeeee1ee586",
"ENSMUSGeeeeee26822",
"ENSMUSGeeeeee23452",
"ENSMUSGeeeeee23795",
"ENSMUSGooeeees82286",
"ENSMUSGeeeeel1e9eee6",
"ENSMUSGeeeeeec8129",
"ENSMUSGeoeeea3ees7",
"ENSMUSGeoeeeee2831",
"ENSMUSGeeeeele5647",
"ENSMUSGeeoeee468e5" ,
"ENSMUSGeeeeeele461”,
"ENSMUSGeeeeee20932",
"ENSMUSGeeeeea349s57",
"ENSMUSGeeeeee3es77",
"ENSMUSGeeeeees51439",
"ENSMUSGPoeeees84898",
"ENSMUSGeeoeeee2e8e5",
"ENSMUSGeeeeee33383",
"ENSMUSGeeeeee39457",
"ENSMUSGeeeeees6501",
"ENSMUSGeeeeee38642",
"ENSMUSGeeeeee3e256",
"ENSMUSGeeeeee34855",
"ENSMUSGeeeeea73633",
"ENSMUSGeeeeee48752",
"ENSMUSGeeeeee3e124",
"ENSMUSGeeeeee51486",
"ENSMUSGeeeeee24197",
"ENSMUSGeeeeee26821",
"ENSMUSGeeeeee7e527",
"ENSMUSGeeeeees51678",
"ENSMUSGeeeeee15e85",
"ENSMUSGeoeeee41828",
"ENSMUSGeeeeee349%e6”,
"ENSMUSGeeeeees5827",
"ENSMUSGeeeeee23943",
"ENSMUSGeeeeee4a552" ,

"stat™,"pvalue",

.33086755088502,
.32298535779046,
.54210513936855,
.21431693856719,
.6485689483062987,
.31893198816917,
.558953985438935,
.20528116165182,
.35438837952453,
.691714021834066,
.948774014402168,
.95493567634811,
.305013630314216,
.82911237367788,
.366573055717492,
.33985546171239,
.856996064796981,
.5067122739285,
.476428887950654,
.567951124418037,
©.366414345350399,
©.959548266765001,
©.655680333896406,
-98.743639675193526,
©.308368664583893,
1.11995614148214,
©.69707957177%0e13,
©.478267361675202,
©.402471420216725,
©.347648150662383,
1.44637781984155,
-8.55619146183011,
©.749865355743415,
©.744246057013352,
©.667073453924681,
2]
e
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.317359676510197,

.246772877692466,
-8.850662554766151,
©.778994114660096,
©.457675055855458,
©.58523578944522,
-0.716063076792112,
-0.595770735195821,
2.41194731404386,
©.48184312664299,

padj"
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,3.45958943542573e-16,9.50764368643699%e-12
,9.13196440572806e-14,1.25482322899109e-09
2.62424269172036e-11,2.40398125512863e-07
1.58675425526946e-10,1.09017951108289%e-06
,5.99260799842489e-09,3.29377766025426e-05

355745,1.96229319613872e-06,0.00380503776493873
641512,2.08072312988896e-06,0.00380503776493873
3595,2.21529016225237e-686,0.00380503776493873
6@15q°q/,3 30450135892671e-06,0.00504523924144578
11465,3.18749482015057e-06,0.00504523924144578
6024608 ,3.76543772924972e-06,0.00517408798376204
5625392,3.74197109291657e-06,0.00517408798376204
4.43127407478794e-086,0.00579906067253915
7293,7.56316852454217e-66,0.00963916515658742
7281,7.56498066376212e-06,0.00903916515658742
43216,8.91855387188604e-06,0.0102124873961322
5986,9.38374516359292e-06,0.0103153633834344
56,1.06712022520825e-085,0.0112794607804512
614970683,1.12832538877497e-05,0.0114846808645606
345994725,1.19018278635452e-05,0.0116816440480697
844957643,1.32866326495977e-05,0.08125911461543533
283231333,1.43874896130778e-085,0.0131798996515535
6220585,1.55605827622562e-05,0.0137947075958814
28136657,1.78526097420577e-05,0.0153328444041009
©08473964,2.0668860902341e-05,0.0172127768278223

[w]

RSD,4.93776412995559e-95,9.9357184299521225
8680102,6.44256265290433e-05,0.0453985914941325
356225197 ,6.7003293034799e-085,0.0460346124795587
312309162,6.92383101009283e-05,0.046409932638871
1453407039,8.82135475907843e-05,0.0577210646402365
©6562065425,9.41998203669213e-05,0.0602046386819472
1520354,9.65161685106428e-05,0.0602831214320338
©368763,0.000107338514358667,0.0655528233689976
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