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Abstrakt

Tato prace popisuje zpisoby porovnani nukleotidovych fetézci s vyuZzitim parového a vicenadsobného
porovnani. V praci jsou popsany algoritmy parového porovnavani pro hledani nad daty v databazich a
nebo algoritmy vyuzivajici dynamické programovani. Déale jsou popsany zpusoby vicenasobného
porovnani. Mezi zékladnimi algoritmy je uvedeno dynamickym programovanim a nebo algoritmy,
které s vyuzitim urcité miry nepfesnosti postupné sestavuji porovnani. Teoretickou ¢ast prace uzavira
popis technologie FPGA. Dalsi cast prace, prakticka cast, je v€novana implementaci jednoho

z vicenasobnych algoritmil. Zavérecna cast shrnuje vlastnosti vybraného algoritmu.

Klic¢ova slova

DNA, parové porovndni, prohledavani databazi, BLAST, FASTA, dynamické programovani,
Needleman-Wunsch, Smith-Waterman, vicendsobné porovnani, CLUSTAL, fylogenetické stromy,

FPGA.

Abstract

This paper describes sequence alignment algorithms of nucleotide sequences. There are described
pairwise alignment algorithms using database search or dynamic programming. Then in the paper is
description of dynamic programming for multiple sequences and algorithm that builds phylogenetic
trees. At the end of the first part of the paper is the description of technology FPGA. In the second
part that is more practical is described implemntation of the choosen one algorithm. This part includes

also examples of some multiple alignments.
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DNA, pairwise alignment, database search, BLAST, FASTA, Needleman-Wunsch, Smith-Waterman,
multiple alignment, dynamic programming, CLUSTAL, phylogenetic tree, FPGA.
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1 Uvod

1.1 Motivace

Porovnavani lidskych genetickych vzorti fesi také oblast genetické daktyloskopie, kterd porovnava
jen nékteré casti DNA kodu. V této oblasti ma porovnani fetézci DNA své prvopocatky.
Porovnavané c¢asti fetézci DNA jsou sekvence, kterymi jsou jednotlivi jedinci od sebe odlisni a
na zakladé téchto sekvenci jsou lidé jednoznacné identifikovatelni. V daktyloskopii je pro identifikaci
vyuzivano 13 sekvenci kodu DNA. Tyto sekvence tvoii specificky popis jedince,
tzv. DNA fingerprint. Identifikace na zakladé DNA se v kriminalistice s Uspéchem vyuziva delsi
dobu. Diky této metod¢ bylo ozfejméno a dokazano jiz mnoho trestnych ¢inli a usvédcéena cela fada
pachatelti. Prvnim a tudiz velmi zndmym ptipadem, je piipad z roku 1986. V tomto roce byla zpétné
vyuzita Jeffersova metoda k objasnéni ptipadu vrazdy 15 leté Lindy Mannové z listopadu 1983.
Tento pfipad zlstal neobjasnén az roku 1986, kdy byla nalezena dal$i zavrazdéna 15 letd Dawn
Ashorthova. Ob¢ divky byly znasilnény a poté zavrazdény podobnym zpuisobem. Podezieni padlo
na totozného pachatele, ktery byl nasledné usvédcen na zakladé porovnani DNA ziskaného z jeho
krve a DNA ziskaného z genitalii zavrazdénych divek [2, 10].

Znakem posledni doby je zna¢ny pokrok v bioinformatice a s tim souvisejici rlist mnozstvi
biologickych dat, zejména pak genetickych, které je potfeba zpracovavat. Probiha velké mnozstvi
testl a experimentt s cilem zjisténi vyznamu jednotlivych koédu zakdédovanych v geneticky vyznamné
molekule deoxyribonukleové kyseliny (zkracené tzv. DNA). Analyza DNA sekvenci se provadi
v mnoha védeckych oborech. Moznosti vyuziti porovnavani v této oblasti je nespocetné: hledani 1ék,
dispozice nositelt urcitych typt sekvenci DNA k wuritym nemocem, a to jak vrozenym
tak ziskatelnym v pribéhu zivota jedince, hledani dédi¢nych chorob atd.

Analyza dat je v pocitacich, a to i v téch nejvykonnéjsich velice zdlouhava. Je proto snaha
tyto analyzy paralelizovat, a tim vypocetni dobu zkratit. Ani rozloZenim vypoc¢tu mezi velké mnozstvi
pocitact se nedosdhne podobné vypocetni vykonnosti jako pii pouziti specidlniho obvodu. Vyhoda
specializovaného obvodu spociva v tom, ze se porovnani v hardwarovém feSeni provadi paralelné.
Naroc¢nost tohoto porovnani je v hardwaru linedrni, ve srovnani s feSenim v softwaru, pro ktery je
s FPGA ¢ipem, je mozné ziskat vysoky vypocetni vykon, paralelnost, nizkou spotiebu, relativni
flexibilitu a také isporu prostoru.

Porovnani dvou fetézct l1ze realizovat nekolika zptisoby. Nejjednodus$sim z nich je porovnani
jednotlivych nukleotidd 1:1. Je to metoda, kterd je nejjednodussi, casové i pamétoveé nejméne

naro¢nd, avSak také nejméné presna. V dusledku toho, ze je v pfirodé vlivem mutaci a evoluce



vysoka mira chybovosti v genetickém kodu, je tato jednoducha metoda porovnani fetézct nevhodna.
Opacnych kvalit nez vySe jmenovany algoritmus maji metody, které pii porovnavani piitazuji
srovnani urcité skore znacici miru shody fetézcl. Toto skore je vypocitavano na zakladé pricitavani
penalt za vloZeni mezer, mazani znakl a nebo nahrazeni nukleotidu. Tyto metody jsou velice Casove
a pamétoveé narocné. Podrobnéjsi popis téchto metod je v kapitole ¢. 2. Porovnavani se fesi Casto
po dvou fetézcich DNA, ale existuji i varianty porovnavani vice sekvenci najednou. Jak bylo zminéno
vyse, je pro tyto lohy vhodny vypocetni potencial rekonfigurovatelnych obvod.

V této praci budou dale popsany moznosti vicenasobného porovnavéni, zakladni algoritmy
pouzivané v této oblasti s rozborem jejich vysledki a naro¢nosti na vypocetni systém. Dale bude
popsan zplsob realizace algoritmu vicenasobného porovnani s vyuzitim metody UPGMA
kombinované s algoritmem Needleman-Wunch. Tato upravena metoda se blizi nékterymi vlastnostmi

algoritmu clustal. V hradlovém poli FPGA bude nasledné tento algoritmus implementovan.

1.2  Cil prace

Cilem této prace je popsat algoritmy pro porovnavani nukleotidovych fetézcii a porovnat vykonnost
a kvalitu jednotlivych zastupct algoritmti. Hlavnim cilem této prace je navrh a implementace
algoritmu pro vicenasobné porovndvani fetézci DNA. Pfi navrhu byl kladen daraz na rychlost
vypoc¢tu a moznost snadné Upravy parametrd algoritmu pro porovnavani libovolnych typa fetézca,

jako naptiklad DNA, proteinil a nebo obycejného textu.

1.3  Struktura prace

Prace je rozdélena do kapitol, podkapitol a ¢lankii. Nasledujici kapitola je zamétena na technologie
porovnavani fetézcl, a to jak dvojic tak vicenasobnych sekvenci. Nasledujici kapitola srovnava
vykonnosti implementaci. Kapitola ¢. 4 popisuje technologii FPGA. Nasledujici kapitola popisuje
nejhodnotnéjsi cast této prace a sice ndvrh aimplementaci vybraného algoritmu vicenasobného
porovnani. Dale 6. kapitola demonstruje funkci algoritmu na nékterych vybranych fetézcich. Posledni

kapitolou je zaveérecné shrnuti této prace.



2 Porovnani retézcu

2.1  Zakladni pojmy

2.1.1 DNA

Molekula DNA (Deoxyribonukleova kyselina) je specificka svymi jedine¢nymi vlastnostmi. Jedna se
o molekulu, ktera nese veSkerou genetickou informaci o kazdém organismu. Je pro kazdy zivy
organismus specificka a pfitomna v celém téle jedince (rostliny), ve vSech jeho bunkach. Jeji
zivotnost je in¢kolik staleti. Molekula se sklada ze dvou polynukleotidovych fetézcu, které jsou
pravotodivé zato¢eny do takzvané Sroubovice (obrazek ¢. 1). Retézec je slozen z nukleotidd, které
odlisuji svym poradim geneticky vyznam.

Nukleotidy jsou 4: adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G). Nukleotidy tvorii
komplementarni pary adenin — thymin a cytosin — guanin. Souvisly Gsek molekuly DNA tvofi gen.
Soubor gent tvofi genom. Lidsky genom piedstavuje asi 30.000 genti, coz odpovida 3 miliardam

bazi.

Obr. 1: DNA
(prevzato z [33])

DNA ma vysokou rozliSovaci schopnost. Lze ji tedy pouzit nejen k rozliSeni zivocisného
druhu, ale také k identifikaci jednotlivych jedinci. DNA je makromolekula s velkym obsahem

informaci. Pravdépodobnost 2 stejnych osob se stejnou DNA je pfiblizné 1:10" [19]. K identifikaci



konkrétniho jedince staci jen jedna neporuSend bunika, kterda mlze byt odebrana i dlouhou dobu
po jeho smrti.

Prestoze je DNA k identifikaci/verifikaci vhodna, bylo by nejvhodnéjsi vytvofit databazi
osob, a poté vyuzivat zaznamu v databazi. Vysoka rozliSovaci schopnost je kompenzovana ne zrovna
vysokou ochotou lidi dobrovolné odevzdavat své DNA. Neustale totiz hrozi vysokd moznost zneuziti
genetického kodu. Geneticky kod v sobé nese nejen jednoznacnou identifikaci osoby, ale i popis
charakterovych vlastnosti, zdravotnich informaci Citajicich moznosti vrozenych vad a nemoci a tak
podobné. Nevyhoda identifikace na zakladé DNA spociva také v tom, Ze se nejednd o masovou
biometrii. To znamend, Ze ji nelze vyuzit napiiklad k identifikaci osob prochazejicich nebo
vstupujicich do budovy. Identifikaci na zdkladé DNA lze provést jen u omezeného poctu osob

v del$im ¢asovém horizontu (s vyuzitim soucasnych technologit).

2.1.2 Sekvencovani DNA

Jedna se o stanoveni primarni struktury DNA. Prvnim krokem je ziskani dostatecného poctu DNA
z malého mnozstvi vzork(, jedna se tedy o rozmnozeni, 1épe feCeno kopirovani DNA. Dale je nutné
pouzit fluorescencni znacky, a poté s vyuzitim laserového detektoru napojeného na pocitac béhem
elektroforézy vyhodnotit data [23]. Kazda odrazena vinova délka znaci jiny nukleotid. Timto

postupem se struktura DNA pfecte, a poté zapise do sekvencni podoby.

2.1.3 Databaze DNA

Pro Iékatské a védecké ucely existuji databaze, v nichZz je Casto pouzit porovnavaci systém
s algoritmy typu BLAST nebo FASTA. Tyto databaze jsou vhodné pro vyhledavani podobnosti
v uréitych sekvencich a nebo obracené a pro védce jsou zaroven cennym zdrojem sekvenci
biologickych dat. Jednou z nejznamé;jsi databazi je EMBL, ktera je spravovana spolecnosti stejného
jména.

Z pohledu kriminalisty, by mé¢la existovat databaze se zaznamy vSech osob a jejich DNA.
S takovym bezpecnostnim pfistupem by se vSechny trestné Ciny daly snadno vyfesit. Pokud by se
na misté¢ Cinu vyskytla stopa, na niz je nalezeno DNA (jako napfiklad vlas, krev, sliny, atd.) 1ze
takové stopy DNA uchovat pro dalsi analyzu. DNA se poté pomoci sekvencovani pfecte a v databazi
je poté mozné spustit porovnavani.

Z pohledu ochrancti lidskych prav a svobod by ovsem bylo nejlepsi takovou databazi vitbec
nevytvaret. Existuji totiz opodstatnéné obavy tykajici se zneuzivani dat v databazi. DNA je fetézec,
ktery o svém nositeli prozradi mnoho osobnich informaci. I kdyz se pro kriminalistické¢ ucely

pouzivaji ¢asti DNA, které nekoduji genetické vlastnosti osob, existuje piesto obava z jejich zneuZiti.



Pfi snimani se uklada cela molekula DNA, v dusledku ¢ehoz by tedy zneuziti nebylo obtizné [2].
Z DNA lze napiiklad zjistit mozné dédi¢né nemoci, nachylnost na zakeiné nemoci, ale i potencialni
projevy chovani osoby. Osobni informace nelze vyuzivat bez zajisténi jejich bezpe€nosti proti
zneuziti.

Existuji vSak i moznosti vyuziti DNA a identifikace bez omezeni soukromi nevinnych osob.
Je jim vyuziti syntetického DNA, které by bylo mozné vyuzit pro znackovani zvlasté cenného zbozi
jako napriklad aut, drahokamt, umeleckych dél a podobné [17]. Nebezpeci naruSeni soukromi
(genetickym popisem a uchovanim dat v centralni databdzi) se v téchto oblastech naprosto vylucuje a
vyhod vyuziti je nékolik. DNA je dostate¢né mikroskopickd, aby nerusila a nebyla viditelnd pouhym
okem. A dale, hlavni vyhodou DNA je jeji vysoka rozlisitelnost, takze pro identifikace/verifikaci
predmétti by bylo DNA vyhodnou znackou. Bez obavy z naruseni soukromi by se mohly vytvofit
databaze objektl, v kterych by se mohlo vyhledavat. Naptiklad pomoci algoritmti zminénych v této

praci.

2.1.4  Globalni vs. lokalni porovnani

Globalni porovnani je vhodné pro fetézce o stejné nebo podobné délce. Lokalni porovnani se pouziva
pro rozdilné délky fetézcl, kdy pozadavky tivodni a koncové mezery nehraji roli [7].
Ptiklad (ptevzato z [14]):
M¢jme tetézce T a S, T:FTFTALILLAVAV S:FTALLLAAYV, porovname-li je
- globalnég, dostaneme:
FTFTALILLAVAV
FT--AL-LLA-AV
- lokalné, dostaneme:
FTFTALILL-AVAV
-—-FTAL-LLAAV--

Globalni porovnavani se vyuziva v algoritmu Needleman-Wunch a v algoritmu
Smith-Waterman je zase vyuzivdno lokalni porovnavani. Pii stejné délce fetézcl je vysledek

lokalniho porovnani podobny porovnani globalnimu.



2.2 Parové porovnani

DNA poskytuje dostateény prostor pro porovnavani zivo¢isnych i rostlinnych druhd. Z divodu
dostatecné objemného mnozstvi dat v ném ulozenych, poskytuje DNA také kli¢ k rozpoznavani
jedinct v ramci druhu. Pro jednoznaénou identifikaci osob je pouzivan systém, ktery vybere z DNA
13 usekd, které danou osobu jednoznacné popisuji. Tyto useky jsou pozdéji popsany uréitou sekvenci
hodnot, ty se zapisuji do pasku ve formé svislych ¢ar. Poté je mozné od sebe odlisit dvé rizné osoby
pouhym pohledem na pasky. Tento zpisob identifikace je vyuzivan naptiklad v systému CODIS
vyuzivanym FBI — ukazka na obrazku ¢. 2 (CODIS je akronym Combined DNA Index System).
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Obr. 2: CODIS (prevzato z [34])

Porovnavani sekvenci DNA je vypocetné narocnd uloha, zejména pokud je algoritmus
implementovan softwarové - plati se zde totiz urcitd dan za flexibilitu softwarového systému.
Porovnavani vzorkh DNA lze akcelerovat v hardwaru. Mezi nejcastéji pouzivané algoritmy
pro porovnavani fetézci DNA patii FASTA, BLAST a nebo Smith-Waterman. Algoritmus
Needleman-Wunsch tvofi zéklad Smith-Watermanova algoritmu, ktery je vhodny pro lokalni
porovnani [5]. Needleman-Wunschiv algoritmus je na druhou stranu vhodny pro porovnavani
globalni. Algoritmy FASTA a BLAST jsou mnohem rychlejsi nez algoritmus Needleman-Wunsch
nebo Smith-Watermaniv algoritmus. Nevyhodou algoritmii FASTA a BLAST je, ze pouzivaji
heuristické filtrovani zaznamt databaze. Proto se Casto pouzivaji nejprve tyto rychlé algoritmy
pro vymezeni urcité skupiny DNA, u které se poté provadi podrobné porovnani. Toto z(zeni se
provadi z divodu velké naroCnosti Smith-Watermanova a Needleman-Wunschova algoritmu
na procesorovy cas a systétmovou pamét. Tento pfistup je vSak problematicky, protoze se

pii heuristické filtraci mohou algoritmy teoreticky dopustit chyby. Tato chyba by mohla zpisobit, Ze



by napiiklad biolog patrajici po novém typu léku proti zdkeiné nemoci nenalezl potiebnou shodu
v sekvenci DNA/proteinu. Shody by dosahl teprve tehdy, pokud by pouzil ptesnéjsi metody.
Algoritmus Smith-Watermantiv hleda lokalni shodu a ve srovnani s algoritmy heuristickymi
je spolehlivy. Hledani v databazi pomoci tohoto algoritmu je zdlouhavé, ale jak jiz bylo zminéno
dtive, k urychleni porovnani lze implementovat ¢ast algoritmu v hardwaru a akcelerovat tak vypocet.
Implementovanim algoritmu Smith-Waterman v hardwaru 1ze docilit vykonu srovnatelného s 800

Alpha stanicemi. (viz tabulka €. 1) Popis téchto algoritmt1 je v kapitole 2.2.1 az 2.2.4.

2.2.1 FASTA

Pivodné vznikl jako FASTP prednostné urceny pro hledani podobnych sekvenci v proteinech.
David J. Lipman a William R. Pearson s nim poprvé pfisli roku 1985. O tfi roky pozdé€ji se FASTP
adaptovala i na porovnavani DNA sekvenci. Na rozdil od toho je FASTA urcena pro porovnavani
jakékoliv posloupnosti aminokyselin a lze ji porovnavat protein, DNA a libovolné peptidové
sekvence s libovolnym fetézcem aminokyselin. FASTP znamena ,,fast protein® a FASTA je zkraceni

,fast all“, coz volné ptelozeno, znamena rychlé porovnani proteind/vseho [22].
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Obr. 3: Algoritmus FASTA (prevzato z [13])



Tento algoritmus funguje tak, Ze porovnava vstupni sekvenci a hleda podobnost
se sekvencemi v databazi. Podobnost se hleda lokalné. Algoritmus prohledava fetézce v databazi
a srovnava je se vstupnim fetézcem. Porovnani probiha po nékolika znacich najednou — v celych
slovech. To, jak je dlouhé slovo, o tom rozhoduje parametr algoritmu, tzv. ktup (udava pocet znaki
ve sloveé). Tento parametr se nastavuje mensi pro porovnavani proteinovych sekvenci (ktup = 2) a
pro dlouhé nukleotidové kyseliny vétsi (ktup = 6). Pti dlouhych porovnavacich sekvencich (vétsich
ktup) se stava algoritmus ménég citlivy, ale na druhou stranu je hledani rychlej$i. Pro maximalni
citlivost algoritmu se voli ktup = 1. Postup je takovy (viz obrazek ¢. 3), Ze se nejprve vytvori
posloupnost rizné dlouhych sobé si odpovidajicich sekvenci. Z téchto sekvenci se vybere 10
nejlepsich shod, tedy 10 nejdelsich shodnych souvislych fetézct. Tyto fetézce se znovu prehodnoti
a vytvoii se fetézec, ktery bude nejvic podobny vzorovému, s tim ze se penalizuji rozdilné znaky a
vkladani mezer. Pro optimalni ohodnoceni Ize pouzit Smith-Watermantiv algoritmus [21].

FASTA je rychlejsi nez vypocet podobnosti pomoci dynamického programovani (algoritmy
Needleman-Wunch, Smith-Waterman), protoze porovnani je omezeno jen na znadmé Casti

se shodnymi posloupnostmi aminokyselin.

2.2.2 BLAST

BLAST je zkratka algoritmu Basic Local Alignment Search

Smith-Waterman Tool. Poprvé jej popsali ve spolecné praci roku 1990 Stephen F.
\_\ \\ time: 1000 min Altschul, Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers a
David J. Lipman. Jednad se o algoritmus pro porovnavani
~ biologickych sekvencnich dat, typologicky proteini a DNA.

Porovnani probihda u dat umisténych v databazi a umoziuje

zobrazovat procentualni podobnost vstupniho fetézce s fetézci

\ ::ESTZ’: - v databazi. BLAST hledd ve vstupnim fetézci podsekvence
shodné s podsekvencemi v fetézcich ulozenych v databdzi.

\ Prohledévani dat v databazi probihd vysokou rychlosti (rychlost
\ je pro tento algoritmus upfednostiiovana pied kvalitou vysledku)

\ [3]. V porovnani s algoritmem Smith-Waterman je algoritmus

asi 50krat rychlejsi.

BLAST . C v o v
N Algoritmus ma tfi faze. V prvni fazi se vstupni fetézec

time: 20 sec
\\ \ rozdéli na kratkd slova, vétSinou naslova o délce 4 znaku.
\ Rozdéleni probiha vzdy tak, Ze se nejdiive vezme prvni ¢tvetice

znak od prvniho znaku vstupu a vytvoii se z nich slovo. Poté se

vezme dal$i Ctvefice znakll od druhého znaku a vytvoti se slovo

Obr. 4: Srovndni algoritmi dalsi. V druhé fazi se postupné nacitaji jednotlivd slova a

(prevzato z [35])
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porovnavaji se se zdznamy v databazi. Jakmile je nalezena shoda slova s podsekvenci fetézce
aminokyseliny v databazi, algoritmus se pokousi za pomoci vSech slov shodu rozsitit. Rozsiteni
shody probihd vSemi sméry. Tato ¢ast algoritmu se oznacuje jako tfeti cast. Toto je posloupnost krokil
algoritmu, ktery nedovoluje mezery [8].

V posledni dobé se vSak pouziva verze algoritmu, ktery pfidava Ctvrtou fazi. V této fazi
probiha rozsiteni shodnych podsekvenci povolujici mezery. BLAST ma nékolik specifickych variant,
napiiklad BLASTP — vhodny pro hledani podobnosti mezi proteiny, BLASTN nebo BLASTX jsou
vhodné pro hledani podobnosti mezi proteiny a nukleotidovymi kyselinami. PSI-BLAST uklada
vysledky hledani do specidlni ohodnocovaci matice, ktera ma zvlastni pouziti pro metody vizualizace
a odhadovani struktury aminokyselin. NejCastéji pouzivanou verzi tohoto algoritmu je BLAST
verze 2,0. Tento algoritmus umoznuje pifi hledani vkladat mezery do fetézce a tim eliminovat zmény,
které se do fetézct zanasi vlivem evoluce.

Nejveétsim kladem tohoto algoritmu je jeho vysoka rychlost, ktera je vSak na ukor pfesnosti.
Ukazka srovnani vykonu s algoritmem FASTA a s pfesnym algoritmem Smith-Waterman (obrazek

& 4).

2.2.3 Needleman-Wunsch

Tento algoritmus ma ve svém nazvu jména svych tviirci. Roku 1970 jej vymysleli Saul Needleman a
Christian D. Wunsch [12]. Algoritmus se pouziva pro hledani podobnosti na urovni globalni a je
prvni aplikaci dynamického programovani v porovnavani biologickych sekvenci.

Dynamické programovani rozdéli problém na podproblémy, jejichz vysledky jsou rychleji
vypocitané, a poté se z castecnych vysledkl ziskava konecny vysledek. Tento zplisob vypoctu je
v bioinformatice vhodny, protoze se zde pocita s velkym mnoZzstvim moznych porovnani. Algoritmus
vypliluje tabulku ¢astecnych vysledkii a vypocitava skore porovnani [1]. Na ose x (vertikalni smér)
jsou zaneseny znaky jednoho fetézce a na ose y (horizontalni smér) znaky fetézce druhého. Jakmile je
tabulka vyplnéna celd, hledd se cesta tabulkou z pravého dolniho rohu do levého horniho rohu.
Porovnani dvou fetézct poté odpovida cesté touto tabulkou ¢tenou z levého horniho rohu do pravého
dolniho. Diagonalni ¢ast cesty odpovida shodé v fetézcich - nukleotidech. Horizontalni ¢ast cesty
v tabulce odpovidd mezete v fetézci zapsaného u osy y. Vertikalni ¢ast cesty v tabulce odpovida
mezefe v fetézci zapsaného u osy x.

Pfed vlastnim vypocitavanim mezivysledki musi probéhnout inicializace tabulky. Protoze
tabulka popisujici porovnani fetézcl o délce m a n ma velikost (m+1) x (n+1), je nutné prvni sloupec
a prvni fadek tabulky inicializovat aritmetickou fadou rovnou souctim penalt za mezery [11].
Vypocet CasteCnych vysledkil v tabulce se fidi nasledujicimi pravidly:

a) preteme hodnotu zleva a pricteme k ni penaltu za smazani nukleotidu

b) nacteme hodnotu shora a pfi¢teme k ni hodnotu penalty za vlozeni mezery
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¢) pfecteme hodnotu z levé horni diagonaly a pticteme k ni skore za shodu respektive
penaltu za nahrazeni.

Z téchto tii variant vybereme tu, jezZ ndm dava minimalni hodnotu, kterou zapiSeme do aktudlniho
pole tabulky (viz obrazek ¢. 5). Timto zpisobem vyplnime celou tabulku a hodnota, kterou zapiSeme
do pravého dolniho rohu je skére optimalniho porovnani fetézcti [6]. Pii zpétné ceste tabulkou cteme
porovnani a to tak, ze z kazdé pozice zjistujeme kudy se mohlo ptivodné tabulkou jit. Pfi sméru
diagondlnim dochazi ke shodé¢ ftetézci a pifi jiném se vkldda mezera. Pokud je cesta
vertikdlni/horizontalni mezera se vklada do fetézce ve sméru osy x/y [11]. Jakmile se dostaneme
do levého horniho rohu, pirecetli jsme porovnani fetézcti. Behem zpétného vyhodnocovani mizeme

pfijit na vice moznych cest tabulkou, optimalni porovnani ma v tom ptipadé vice variant.

Ti 4 if Sj: Ti
: a+pen_sub  ifS=T,
ah d= min
S| --cd b + pen_ins
c + pen_del

Obr. 5: Schéma algoritmu dynamickeho programovani

2.2.4 Smith-Waterman

Roku 1981 byl popsan védci Templem Smithem a Michaelem Watermanem [16]. Tento algoritmus
se pouziva pro hledani lokalni podobnosti dvou nukleotidii nebo sekvenci proteinii. Casto se pouziva
k hledani relativné kratkého fetézce v dlouhém vzorovém fetézci (v fadech tisicli az milionti znaki).
Napftiklad mame podsekvenci, kterd nas zajimd a hledame ji v celém fetézci deoxyribonukleové
kyseliny. Pro tento typ problému neni globdlni metoda porovndvani vhodna, protoze ta kazdou
mezeru ohodnocuje urcitou penaltou. Vhodnou metodou je metoda lokalniho porovnavani, tedy
algoritmus Smith-Waterman.

Pro lokalni porovnavani je pouzito dynamického programovani, které bylo pouzito
iu Needleman-Wunchova algoritmu s upravou vypoctd castecnych vysledkli zapisovanych
do tabulky. Pokud by se mé¢la do tabulky zapsat zaporna hodnota, zapise se na misto zaporné hodnoty
hodnota 0. Jakmile je tabulka sestavena, a jsou vyplnény vSechny jeji bunky - tzn. mame vypocteny
vSechny castecné vysledky - postupujeme tak, Ze najdeme v tabulce buiiku s nejvyssi hodnotou a

od této bunky poté hledame cestu stejnym postupem jako v pfipade Needleman-Wunchova algoritmu.
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Hledame do t¢ doby, dokud nedojdeme k hodnot¢ v buiice 0 [21]. Tato cesta popisuje nejlepsi lokalni

shodu fetézct. Opét plati, Ze porovnani miize mit a Casto také ma vice variant.

The distance matrix the minimal choices the optimal paths
Ala|r|r AATT AATT
opr(2)13l4
T|1|1|2|2](3 T T
T|2|2|12]2]2 r T
Cl3)3|3]3]3 [ C
Cld|4)4]4]4 [ [

Obr. 6: Algoritmus Needleman-Wunsch
(prevzato z [36])

Obrazek €. 6 popisuje proces porovnavani dvou feté¢zci AATT a TTCC. V prvni tieting
obrazku je vidét vyplnéni tabulky s hodnotami mezivysledkt, ve druhé je znazornén pomoci Sipek
smér prenosu hodnot do jednotlivych bun¢k tabulky a v posledni je pak zndzornéna cesta porovnani.
Je vidét, Ze od posledniho znaku k prvnimu vede vice cest nejlepSich porovnani.

Dostane-1i pfi vstupu Smith-Watermantv algoritmus fetézce o zna¢né rozdilnych délkach —
porovnava lokaln€. Porovnavaji-li se ale fetézce o podobnych délkach, pak je vysledek podobny
globalnimu porovnani. Tuto vlastnost, Needleman-Wunchlv algoritmus nema. Proto se v praxi Cast&ji
implementuje algoritmus Smith-Watermantv. Vypocetni doba tohoto algoritmu roste s délkou
fetézcl kvadraticky. Je-li implementovano dynamické programovani v hardware, pak je slozitost

problému linearni. Z tohoto diivodu Ize implementaci v hardware docilit velkého zrychleni.
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2.3  Vicenasobné porovnani

V predchozi kapitole byla popsana problematika porovnavani dvou fetézct. Vicendsobné porovnani,
které je predmétem této kapitoly, lze chapat tak, ze zakladni parové porovnani je specialni ptipad
porovnani vicenasobného.

Pokud se podivame na metody dynamického programovani z predchozi kapitoly, fesi
problém v dvoudimenzionalnim prostoru. V tabulce je na jedné ose fetézec zdrojovy a na druhé pak
fetézec testovany. Pokud porovnavame vice fetézci, potiebujeme porovnat kazdy nukleotid fetézce
s kazdym nukleotidem v fetézcich ostatnich. Toho dosahneme tim, Ze vytvofime tabulku o vice
rozmérech. Na obrdzku €. 7 je zndzornéna ukézka tabulek ¢astecnych vysledki pro dva a tii fetézce.
Lze si vSimnout souvislosti mezi poftem porovnavanych fetézcii a dimenzi tabulky. Pro dva fetézce
je pouzito tabulky a pro tfi fetézce tabulky tvaru krychle. Pokud by bylo tfeba porovnat Ctyfi fetézce,
pak by bylo pouzito hyper-krychle a tak dale. Pfi porovnani dvou fetézc je vybirano skore
do aktualni buniky ze tfi bunck, pfi porovnavani tii fetézcti je vybirano ze sedmi. Obecné je vybirano

ze (2"- 1) bunék, kde 7 je pocet porovnavanych fetézcu.

\ b
T [

Obr. 7: Tabulka mezivysledku pro dva a tri

Fetezce (prevzato z [40])

Vypocetni komplexnost tohoto zplisobu porovnani je natolik vypocetné narocnd, ze ani vykonnost
superpocitaci nebo sit’ pracovnich stanic neposkytuje dostacujici vykon pro porovndvani vice
nez dvaceti fetézct [21].

Exaktni algoritmy na vétSim poctu sekvenci nejsou z vykonnostniho hlediska mozné, proto
byla hledana cesta v metodach vyuzivajicich heuristiky. Nevyhodou heuristickych metod je, ze
nezaruc€uji nalezeni nejleps$iho porovnani, ale pouze porovnani blizkého nejlepsimu. Vysledky téchto
metod nejsou tedy piesné, avSak jsou urCitym zplisobem aproximovany. Nejznaméj$im zastupcem

heuristickych algoritmd je algoritmus CLUSTAL.
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Pro dal$i metodu sestavovani porovnani vice fetézcii jsou vyuzivany takzvané vzdalenostni
matice. Vzdalenostni matice, je matice obsahujici evolucni vzdalenosti mezi genetickymi fetézci.
Tato metoda je nejcastéji pouzivana pro vytvafeni fylogenetickych stromt (n¢kdy také
nazyvanych - evoluéni stromy), coz jsou stromy zndzorfiujici evolucni podobnost fetézcu.

Z biologického hlediska se jedna o zobrazeni podobnosti genetickych kodi mezi organismy.

2.3.1 Dynamické programovani

Zakladni varianty tohoto zplsobu porovnani byly popsany v predchozi podkapitole, presnéji
v ¢lancich 2.2.3 a 2.2.4. Tyto ¢lanky popisovaly specidlni ptipady, kdy se porovnavaly praveé dva
fetézce. Dynamické programovani je mozné pouzit pro libovolny pocet fetézci pouzitim
vicerozmérné tabulky castecnych vysledkd. Vicenasobné porovnani pomoci dynamického
programovani je pro vypocet velice naroc¢né. Je tomu tak z toho divodu, Zze pro n fetézci je tieba
vytvofit n rozmérnou tabulku. V této tabulce se poté vypocitavaji hodnoty jednotlivych bunck

stejnym zplsobem, jak v algoritmech Needleman-Wunsch a Smith-Waterman [21].

VSN_S
_ S N A _

N .
J'II
r " y
s
JI J‘/’ J/
v s N s

Start

Obr. 8: Ukdzka porovnani tii obecnych

retezcii (prevzato z [41])

Metoda dynamického porovnavani pro vice fetézcu je charakteristickd svou presnosti, ale také
svymi vysokymi naroky na vypocetni vykon a pamét'ovy prostor. Je tedy vhodna pro ptfipady, kdy je

tteba zarucit nalezeni nejlepsiho porovnani.
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2.3.2 CLUSTAL

Tento algoritmus se pouZziva pro vicendsobné porovnani sekvenci a ma tii faze:
1) parové porovnani po dvojicich fetézct
2) sestaveni fylogenetického stromu

3) vlastni vicenasobné porovnani.

Example - 4 sequences 51 8,88, 5,
8 s
sz E painvise comparisons 4
53 then cluster analysis 5
s, 5,

—_—
similarity

Obr. 9: Sestaveni fylogenetického stromu

(prevzato z [41])

V prvni fazi se porovnava kazda sekvence s kazdou. Pro toto porovnani lze pouzit rychly
priblizny vypocet a nebo piesny vypocet pomoci algoritmu dynamického programovani [26]. Z téchto
porovnani kazdého fetézce s kazdym se vypocte vzdalenostni matice. Ta znaci evolu¢ni vzdalenost
mezi porovnavanymi fetézci.

Ve druhé fazi se vytvaii pomoci Neighbor-Joining metody sestavi evolu¢ni strom na zakladé
hodnot, které byly ziskany v predchozim kroku. Jelikoz je strom bez kofene, kofen se umisti metodou
,mid-point”. Na obrazku ¢. 9 je znazornén vysledek po parovém porovnani a nasledném sestaveni
stromu.

Poslednim krokem je vlastni porovnani. To se provadi tak, Ze se porovnaji dva nejpodobng;jsi
fetézce. K urceni potadi vstupu fetézci slouzi evolucni strom, ktery byl sestaven v ptedchozim kroku.
Po prvnim porovnani se piidad fetézec tieti. Ten se porovna s pfedchozim porovnanim, a tak dale,

dokud nejsou porovnany vsechny fetézce (viz obrazku ¢. 10).
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Obr. 10: Postupné porovnavani retézcu

(prevzato z [41])

23.3 UPGMA

UPGMA je akronym vznikly ze slovniho slozeni ,,Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean®. Jedna se o algoritmus, ktery vznikl v pocatcich Sedesatych let minulého stoleti [21]. Jedna se
o statisticky zpiisob porovnavani jednotlivych fetézci a vytvareni vzdalenosti matice s naslednym
sestavenim fylogenetického stromu.

Vstupem nemuze byt libovolny fetézec — zdkladnim ptedpokladem tohoto algoritmu je, aby
délky fetézct byly pokud mozno stejné dlouhé a vykazovaly minimdlni rozdilnosti v nukleotidech.
Béhem porovnavani se tak fesi pouze pocet neshodnych nukleotidu.

Postup je takovy, Ze se pro fetézce vytvoii trojuhelnikova matice k jejich srovnani. Matice se
vytvorii tak, ze se pro kazdy prvek matice vypocita vzdalenostni rozdil jednotlivych fetézct. Jakmile
je vypocet celé matice hotov, vybere se nejmensi hodnota matice a fadky/sloupce fetézct s nejmensi
hodnotou jsou v dal$i vzdalenostni matici slouceny s primérem piedchozich hodnot. Vypocet se poté
dale opakuje. Retézce, které byly slougeny jsou si navzajem nejpodobnéjsi a zapisi se proto do stromu
tak, Ze maji spole¢ného prfimého ptredka (jim je pravé slouceny tadek/sloupec). Nékteré hodnoty
z predchozi matice lze zapsat i do matice nové, a tim uSetfit vypocetné naro¢ny krok vypoctu
podobnosti. Algoritmus probiha do doby, dokud nejsou vSechny fetézce zapsané v evolu¢nim stromu,
ktery udava podobnost fetézci. K vlastnimu porovnani jednotlivych fetézcl se pouziva porovnani

primé, tj. porovnani sob¢ si odpovidajicich nukleotida.
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Obr. 11: UPGMA

(prevzato z [37])

2.4  Srovnani algoritmu

2.4.1 Srovnani vicerozmérnych algoritmu

Algoritmy dynamického programovani jsou, co se tyce presnosti, ze vSech vySe uvedenych algoritmt
nejpresnéjsi. Pfi jakémkoliv rozméru a jakékoliv mife podobnosti mezi fetézci algoritmy naleznou
vzdy feSeni nejoptimalnéjsi. Tato pfesnost je vyvaZena naroky na vypocetni systém, které¢ rostou
s délkou fetézct a jejich poctem. Piesnéji je pro vypocteni porovnani potieba

T=tm"
7jednotek Casu, kde m je rovno délce sekvenci, n je poCet porovnavanych fetézct a ¢ je doba,
za kterou je vypocten jeden podvypocet (tedy jedna butika tabulky).

Dale popisovanym algoritmem je algoritmus, ktery jiz neni tak pfesny jako algoritmy
pouzivajici dynamického programovani, ale jeho prfesnost je pro vétSinu porovnani dostacujici.
Pro vypocteni jednoho porovnani je tieba

u=t*%(m-1)n/2) *m’
7;Casovych jednotek. ¢, je doba, po kterou trva vypocet jedné bunky. U tohoto algoritmu je potieba
dale sestavit strom (dobu sestaveni stromu zanedbame) a setfidéné fetézce dale porovnat. Pokud
setfidéni dvou fetézcil trva 1, pak setiidéni vSech fetézcl bude hotovo za 7,
L=tL%Mm-1)

Poslednim z uvedenych algoritmti vicenasobného porovnani je algoritmus UPGMA, ktery je
svymi naroky nejmén¢ naro¢ny. K realizaci porovnavaciho bloku dvou nukleotidti u tohoto algoritmu
staci nejmén¢ vypocetnich prvkl. Vypoclet poctu shod Ize provést teoreticky okamzité.
Pokud i v tomto kroku zanedbame dobu sestaveni stromu, pak doba vypo¢tu tohoto algoritmu je

rovna dobé€ redukce evolu¢ni matice.
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Z vySe popsanych algoritmt byl k implementaci vybran algoritmus, ktery je méné narocny
na vypocetni vykon nez algoritmy Smith-Watermanlv a Needleman-Wunchtv. Prvni byl vybran
algoritmus UPGMA, ktery je ale pro svou jednoduchost pro praktické pouziti nevhodny. Jeho
nevyhoda spociva v tom, ze pokud mame dva identické algoritmy a u jednoho z nich pfemistime
nukleotid z konce sekvence na zacatek, dostaneme dvé sekvence, které jsou podle algoritmu naprosto
rozdilné. Proto byl implementovan algoritmus, ktery je variaci UPGMA a CLUSTAL. Postupné se
nacitaji fetézce po dvojicich a porovnavaji se metodou dynamického programovani. Skore shody
dvojic fetézcl se uklada do matice vysledkl. Z této matice 1ze poté sestavit evolucni strom shodnym

postupem jako pii algoritmu UPGMA.

2.4.2 Odhad narocnosti na umisténi v konkrétnim FPGA

Implementace bude provedena v jazyku VHDL a poté syntetizovana do FPGA ¢ipu pouzitého v karté
COMBO 6 [50]. Na této karté je umistén FPGA ¢ip od firmy Xilinx — XC2V 3000, ktery v sobé
obsahuje pole o 3.584 CLB blocich. Podle odhadu, ktery je podlozen udaji ze zdroje [39],
predpokladam, ze do pole o takovém poctu CLB blokid se vejde 2.866 bloki PE. Potom
pro implementaci dynamického programovani bude mozné mit Ctyf-rozmérnou tabulku a v ni
porovnavat 4 fetézce o velikosti 14 nukleotidii. Pro porovnani vétSich fetézch je tfeba pouzit Cip
obsahujici vice CLB bloki a nebo pouzit FIFO pamét a data ve vypocetni tabulce piekryvat. Toto
teSeni bude vhodné pro kratké useky DNA.

Druhy zptisob vicendsobného porovnani CLUSTAL, v prvni fazi porovnava kazdy fetézec
s kazdym fetézcem s vyuzitim algoritmu Smith-Waterman. V FPGA tedy miiZze probihat porovnavani
i delSich sekvenci (protoZe se jedna o porovnavani dvoudimenziondlni). Pfedpoklddam, ze v tabulce
castecnych vysledku bez pouziti FIFO paméti bude mozné porovnavat fetézce o rozmérech 53 x 53
nukleotidu.

Zpisob, ktery byl uveden v podkapitole UPGMA je co se tyce presnosti nejméné kvalitni, ale
na druhou stranu nejrychlejsi. Jedno porovndni zabere z uvedenych algoritmf nejmensi plochu FPGA
¢ipu. SLICE bloky obsazené v CLB blocich je mozné vyuzit pii porovnavani jako Look-up table.
Timto pfistupem je mozné v kazdém SLICE realizovat jedno porovnani nukleotidd. Piedpokladam,
ze v jeden okamzik bude mozné porovnat 14.336 nukleotidu.

Podle odhadu se zda, Ze ¢ip osazeny v desce COMBO 6 je pro implementaci vhodny, protoze
nabizi postacujici pocet vypocetnich jednotek, je dostatecn¢ rychly a pro implementaci
porovnavaciho algoritmu nabizi postacujici rychlost. Jelikoz karta COMBO-PTM obsahuje FPGA cip
Spartan3 — X3S200 s 3840 CLB bloky a navic byla pfi implementaci dostupngjsi, byl algoritmus
implementovan v ni.

Vyse uvedené odhady velikosti jsou pouze piiblizné, protoze v odhadech neni zahrnuta

4
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2.5 Implementace SW/NW

Algoritmus Smith-Waterman a algoritmus Needleman-Wunsch jsou pro implementaci v hardwaru
vhodné. Je to z diivodu mozného pieneseni dynamického programovani do tabulky vypocetnich
prvki a z divodu nutnosti realizace vypoctu v systolickém systému. Zakladem systolického systému
je pole procesnich prvki, které postupné vypocitavaji hodnoceni. Kazdy z prvkt komunikuje jen
s prvky v jeho okoli. Systolické systémy mohou byt slozeny z pole vypocetnich serverd a nebo
mohou byt implementovany ve specializovanych obvodech typu ASIC nebo FPGA. Implementaci
v hardwaru usnadiuje také to, ze procesni elementy jsou zpravidla v§echny implementované stejné.
Na obrazku €. 12 je znazornéno systolické pole. V Case t; probiha vypocet jednoho elementu, v Case t,
probiha vypocet dvou elementil a tak dale jak je naznaceno na obrazku. Cely vypocet trva
(m;+my—1) *t

jednotek casu, kde ¢ je doba mezi prijmutim dat procesnim elementem a odeslanim vysledku
do sousedniho elementu a m; a m, jsou délky porovnavanych fetézcii. Vypocetni krok je také ne¢kdy
oznacovan terminem vypocetni vlna, pro svou nazornost bude tohoto oznaceni pouzito i v této praci.
V hardwaru se toto pole realizuje tak, ze se vytvofi vektor procesnich elementti, do n€¢hoz jsou
ze strany zaslana data a z Cela postupné zasilana data druha. Pro kazdy sloupec systolického pole je
tedy vytvofen jeden procesni element. V kazdém kroku procesni element nacte data z levého
elementu stejné trovne, z levého horniho a z horniho. V hardware kazdy procesni element zastupuje
cely svij sloupec, proto se posilaji jen data ktera byla vypoctena v levém procesnim elementu. Pokud
je fe¢ o datech, data jsou zakodovana ve vektoru signald, ktery popisuje typ aminokyseliny. V pfipadé
DNA staci pro popis 2 bity (je tieba kodovat 4 druhy nukleotidii) a v pfipadé€ proteint je k zakédovani

potieba 5 bitt (je tfeba zakddovat minimalné 20 aminokyselin).

porovnavany fetézec

Ly ts

o

testovany fetézec

Obr. 12: Systolické pole
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3 Shrnuti soucasného stavu

3.1  Srovnani vykonu v SW a HW

Jak jiz bylo popsano v kapitole zaméfené na algoritmy parového porovnani, slozitost algoritmui
dynamického programovani je v softwaru mocninna s mocnitelem rovného poctu porovnavanych
fetézct. V hardwaru je tento problém linearni, protoze se jiz pfi navrhu takového obvodu vytvoii
potfebny pocet procesnich elementii (zafizeni vypocitavajici skore aktualni bunky tabulky) tak,
aby slozitost byla linearni.

Pro zajimavost, je v tabulce ¢. 1 uvedeno srovnani vykonnosti. V prvnim tadku tabulky je
uvedena vykonnost 800 stanic Alpha, které vypoctou za vtetinu 250 Byte (zkracené B) dat. Pokud
srovname vykonnost s poslednim fadkem, u kter¢ho je vykonnost jednoho ¢ipu obsahujiciho 11 tisic
vypocetnich blokti, dochazime k zavéru, ze je toto Cislo téméf 13 krat vyssi nez je tomu u Alpha
stanic. Tim se uspofi velka cast energie na provoz 800 stanic, chlazeni mistnosti, ispora prostoru a

co je vyznamné — usetii se finance.

Procesorii na jedno
o Pocet zarizeni Updatii za vtefinu
zatizeni
Celera (Alpha cluster) 1 800 250 B
Paracel (ASIC) 192 144 276 B
TimeLogic (FPGA) 6 160 50B
Splash 2 (XC 4010) 14 272 43 B
JBits (XCV1000-6) 4.000 1 757 B
JBits (XC2V6000-5) 11.000 1 3.225B

Tabulka 1: Srovnani vykonnosti (hodnoty z [39])

21



3.2  Srovnani implementaci v hardware

K dne$nimu dni bylo vytvotfeno velké mnozstvi akcelera¢nich implementaci, za ucelem zrychleni
vykonnosti porovnavaciho algoritmu. Jednim z prvnich pokust byl pokus o zrychleni vypoctu skore a
to tak, Ze se uvazovala jen shoda/neshoda a v pfipadé neshody se pripocetlo ke skore 2. Tuto Gpravu
zavedl Lipton a Lopresti r. 1985. Nasledoval pokus Hoanga T. a Loprestiho P. s architekturou
pojmenovanou SPLLASH. Jejich prvni verze této architektury méla 8 procesnich elementi (PE), téchto
8 PE tvofilo jeden z 32 obvodi. Vypocetni vykon byl velice nizky — 0,37 B updati/s
(zkracen¢ BUDps). Dalsi verze, na které pracoval jiz jen Hoang T. se objevila o rok pozdéji, tedy
roku 1993, a ta méla jiz 14 PE a skladala se z 272 zafizeni (viz. tab ¢. 1). ZvySeni poctu procesnich
elementl vedlo také ke zvySeni poctu BUDps na vice nez desetinasobek — na 43 BUDps. Dalsim
pokusem o zvyseni vykonnosti bylo implementovani akcelerace do ASIC obvodu. Zvyseni vykonu se
panim Hanovi T. a Parameswaranovi S. nepodatilo, vykonnost této architektury pojmenované
SWASAD byla 3,2 BUDps. Velkym skokem ve vykonnosti byla az architektura FPL2003, kterou
navrhli a implementovali C. W. Yu a K.H.Kwong. Tato architektura obsahovala 4032 PE na ¢ipu
jehoz interni hodiny byly 202 MHz a diky tomu dosahovala 814 BUDps. S rostouci hustotou
tranzistorti v Cipech je mozné do Cipli umistovat stale vice PE, napf. S. A. Guccione a E. Keller
vytvorili architekturu JBits, ktera obsahuje dostatecné velky Cip Xilinx do néhoz implementovali asi
11.000 PE. Cip ma vnitini frekvenci 280 MHz a proto zvlada 3225 BUDps [49].

Vykonnost reprogramovatelnych ¢ipti neustale roste, diky neustadlému zvySovani hustoty
tranzistord na ploSe Cipu a diky zvySovani jejich frekvenci. Zasadni problémy jsou ale dva. Prvni
spo¢iva v tom, Ze kazdé porovnani potfebuje jiné nastaveni obvodu. Presnéji, kazdy biolog
srovnavajici takové fetézce ma jiné pozadavky na podobnost srovnavanych fetézcli — co se hodnot
penalt a délky srovnavanych fetézci tyce. Tento problém fesi obecné architektury, které se snazi
vytvofit platformu kterd by byla automaticky rekonfigurovatelnd podle zadanych parametrti.

Podstatou druhého problému je, Ze pokud by bylo potieba porovnavat vice fetézcti a byla
pozadovana absolutni piesnost, pak nemohou stacit ani ty nejmodernéjsi procesory. Dlivodem je, ze
napiiklad pro porovnani 5 fetézci o délce 100 nukleotidli jednim prichodem by bylo potieba
v hardwaru implementovat 10® PE. Pro algoritmus, kdy se postupné porovnavaji dvojice fetézci a
zapisuji se vypocitana skore do tabulky, by pro stejné fetézce bylo potieba jen 100 PE a pamét na 10
vyslednych skore. Z nich by bylo poté mozné sestavit evoluéni strom, piipadné nékteré z fetézci
samostatn¢ porovnat. Tato prace se zabyva takovym pfistupem, kdy se po dvojicich porovnaji fetézce

a nasledné se pomoci softwaru sestavi evolucni strom popisujici vicenasobné porovnani.
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4 FPGA

4.1  Zaklady technologie FPGA

FPGA je akronym vznikly z nazvu technologie ,Field Programmable Gate Array”. Jedni se
o polovodi¢ovou technologii programovatelného obvodu obsahujici programovatelné funkéni bloky a
programovatelné vzajemné propojeni. Vnitfni konfiguraci FPGA je mozné v fadech nékolika
milisekund ménit a tim i ménit funkci FPGA. To, jakou funkci FPGA vykonava, definuje jeho
vnitini propojeni komponent slozenych ze zakladnich logickych hradel. Zakladni logicka hradla tvofi
zakladni stavebni prvek funkcnich jednotek a pamétovych bloku.

FPGA obsahuje velké mnozstvi poli CLB (Configurable Logic Block; fadové nekolik tisic) a
dale obsahuje vestavéné funkcnich bloky. Funkénimi bloky jsou obvody specializované pro urcitou
funkci. Jsou to bloky paméti (Block RAM), rychlé nasobicky (Multiplier), vstupné/vystupni bloky
(I0OB), vstupné/vystupni port pro komunikaci vysokou rychlosti (RocketlO; rychlost pienosu
az 3,125Gb/s), platformu PowerPC a blok upravy hodin (Digital Clock Manager zkracen¢ DCM).
Block RAM se pouziva jako pamét dat, pamét’ typu FIFO, ke konstruovani konstrukci kone¢nych
automati a podobné. Blok Multiplier 1ze pouZit pro nasobeni a nebo pro paralelni posuvy [31]. CLB
bloky jsou tvoteny SLICE bloky, carry logikou a pomocnou logikou pro aritmetické operace [32].

Ukézka struktury FPGA je znadzornéna na obrazku ¢. 13.
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Obr. 13: FPGA (prevzato z [38])
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Konfigurace FPGA se popisuje nejcastéji pomoci jazyka Verilog nebo VHDL. Jedna se
o HDL jazyky (Hardware Description Language), tedy jazyky popisujici hardwarové zapojeni. Jazyk
VHDL je castéji pouzivany v Evropé¢ a v této praci je také pouzit. Zkratka VHDL vznikla pouZzitim
zkratky HDL a prvniho pismene oznaceni typu obvodi Very High Speed Integrated Circuit.

Obvod FPGA ma tu vyhodu, Ze jej lze modelovat a simulovat. Diky moZnosti testovani a
simulaci vysledného obvodu mohou byt chyby nalezeny jiz ve fazi navrhu, a poté v kratkém case
odstranény. Tato flexibilita ve srovnani s obvody ASIC piindsi tu vyhodu, Ze je mozné vysledné
zatizeni s FPGA rychleji uvést na trh. Nevyhodou ve srovnani s ASIC obvody je vyssi spotfeba a
mensi vykonnost. Mezi oblasti, ve kterych se FPGA pouziva nejCastéji patii: prototypovani ASIC
obvoda, DSP, SDR, medicina, pocitacové videéni, rozpoznavani feci, kryptografie, bioinformatika,
emulace hardwaru, a dal$i oblasti, kde je potfeba urCitou ¢ast vypoctu akcelerovat a zaroven si

ponechat moznost budoucich uprav [47].
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5 Implementace

Béhem studia problematiky porovnavani DNA fetézcl dochazelo k urcitému vyvoji v pohledu
na problematiku a budouci zaméfeni této prace. V pocatku bylo cilem praci smérovat na porovnani
parovych sekvenci. Zejména pak, zhodnotit vykonnost FPGA v porovnani se softwarovym feSenim.
Predstava o dalsi praci byla implementovat v FPGA dynamické programovani s ur€itymi specifiky.
Naptiklad moznost srovnavani DNA fetézcli i proteinovych fetézcl s vypoCtem porovnani pfimo
v FPGA. Stejny algoritmus by se implementoval v jazyku C++ a vysledky obou feSeni by se
porovnaly jak v rychlosti vypoctu tak i cené provozu a flexibilite.

Aby byl rozdil ve vykonu co nejvétsi, bylo by =zajimavé implementovat algoritmus
Smith-Waterman v HW a porovnat s feSeni v software. Pro demonstraci flexibility FPGA Cipu by
bylo vhodné ponechat moznost zmény hodnot pfifazovanych porovnadvanym nukleotidim ve forme
skore a nebo v ptipad¢ negativnich hodnot - penalt. Behem zkoumani se dospélo k zavéru, ze hodnoty
skore/penalt maji vliv pouze na to, jaky fetézec je oznacen za podobny a ne, jak bylo prvné mylné
mysleno, na zvySeni vykonu. Hodnota skoére, se kterou se v algoritmu pocita neni parametrem, ktery
by urcoval kompromis mezi rychlosti a pfesnosti, ale jedna se o statisticky koeficient. Hodnoty penalt
jsou pravdépodobnosti, ze v daném nukleotidovém fetézci dojde k uréitému jevu. Naptiklad
pravdépodobnost vlozeni nukleotidu je vyssi, nez zdména nukleotidu za jiny, a proto je penalta
za vlozeni znaku ptiznivéjsi.

Béhem studia oblasti porovnavani DNA sekvenci bylo zjisténo, Zze DNA lze porovnavat nejen
podle sekvence nukleotidi, ale i podle tvaru dvojsSroubovice. Protoze nikde nebylo nalezeno
hardwarové porovnani na zaklad¢ tvaru, byla to zajimava a neprozkoumana cesta. Porovnavani by
spocivalo v tom, ze by se ze spojenych nukleotidli vytvotily vektory, a ty by se nasledné porovnavaly
mezi sebou.

Pozdéji byly nastudovany materialy o moznosti vicenasobného porovnani. Tento zpiisob je
pro pocitace velice vykonoveé naro¢ny, ¢imz jsou jejich softwarova feSeni pomala a mozna pouze
do urcitého poctu fetézcli. Po podrobnéjsim nastudovani vicenasobnych porovnavacich algoritmi
bylo rozhodnuto. Implementovan bude jeden z vicenasobnych algoritmii a poté¢ umistén do hardwaru.

Z téchto algoritmt byl pro implementaci vybran algoritmus UPGMA pro jeho rychlost. Jeho
pfesnost byla zvySena vyuzitim dynamického programovani. Pfesny popis implementace je

v kapitole ¢. 2.
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51 Uvod

Algoritmus, ktery je implementovan v této praci je ve své podstaté Needleman-Wunch algoritmus,
ktery vypocitava globalni porovnani. Tento algoritmus je vyuZzivan jako dvourozmérny - porovnava
se vzdy dvojice sekvenci (v této praci dvojice nukleotidd fetézci DNA). Po vypoéteni skore,
charakterizujiciho shodu dvojice fetézci, je skore uloZzeno v paméti vysledkli. Po vypocteni prvni
dvojice fetézci se nacte dalsi z dvojic fetézct, dokud se timto zplisobem neporovnaji v§echny fetézce.
Jakmile je vypocteno skore kazdé z dvojic fetézcl, mize byt sestaven evolucni strom. Sestaveni
téchto stromti je proces, ktery je shodny se sestavenim stromu algoritmem UPGMA (viz
kapitola 2.3.3). Tento algoritmus je spolehlivéjsi pro delsi fetézee, které se od sebe vyznamné nelisi.

Implementovani celého algoritmu v hardwaru by bylo nevyhodné, protoze zavérecné
sestaveni fylogenetického stromu jiz neni mozné paralelizovat, a navic by takova logika v obvodu
FPGA zabrala velké mnozstvi prosttedkli. Z tohoto diivodu je v hardwaru vhodné implementovat
pouze akceleraci dynamického programovani, které se jak jiz bylo zminéno vySe realizuje
systolickym polem.

Implementace celého programového kddu je realizovana genericky, to znamend, zZe pomoci
editaci hodnot v jednom souboru (tzv. package) lze ménit parametry implementovaného algoritmu a

tak napiiklad misto porovnani DNA provadét porovnani proteinti nebo texti nebo lze pomoci

parametrit zménit §itku paméti a nebo hodnoty penalt a podobné.

Obr. 14: Karta COMBO-PTM (prevzato [48])

V FPGA ¢ipu ulozeném na desce COMBO-PTM (obrazek ¢. 14) se spusti vypocet skore a
pies konektor sbérnice PCI deska komunikuje s hostitelskym zatizenim, ve kterém se spusti program
ovladajici vypocet. Program slouzi pro nahrani sekvence nukleotidi do paméti FPGA cipu a pozdéji

(po skonceni vypoctu) k precteni obsahu paméti obsahujici vysledna skore. Program slouzi také
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pro zasilani ptikazt typu spusténi, pieruseni, znovu rozbehnuti a zastaveni vypoctu. Program vyuziva
konstrukci zdrojovych kodu a knihoven urCenych pro predmét Navrh externich adaptéri a

vestavénych systéml (NAV) vyuCovaném na Fakult¢ informacnich technologii VUT Brno [48].

5.2  Struktura komponenty v FPGA

Obvod vytvoteny v ¢ipu FPGA je slozen z né€kolika nezavislych blokd. Tyto bloky lze chapat jako
jednotlivé logické bloky vySe popsané¢ho algoritmu. Kazdy blok vykonava urcitou ¢ast
z implementovan¢ho algoritmu: pamét’ porovndvanych fetézcl, systolické pole, pamét vysledku,

blok fizeni a registry (viz obrazek ¢. 15).

dout
din str_1 score
address str_2
STRING_MEM SYSTOLIC_FIELD RES_MEM
score_en WE
WE
cmd
staus | REGISTERS CONTROLLER
finished

Obr. 15: Struktura komponenty

Tyto komponenty jsou pospojovany do celku, ktery je z vnéjSiho prostiedi fizen piikazy
zapisovanymi do registru piikazii. Ovladajici program mize v ptipadé potieby piecist stav, neboli
zjistit kolik dvojic fetézct jiz bylo porovnano ¢i vypocet Gplné ukoncit. Pokud je vypocet vSech
dvojic fetézcu hotov, je zaroven nastavena hodnota v registru znacicitho konecny stav vypoctu.
A teprve poté si program mize predist vysledky. Cteni a nebo zéapis dat probihd pies rozhrani PCI.
Signaly sbérnice PCI jsou pfevedeny v konvertoru signali a poté piipojeny k implementované
komponent¢ provadéjici porovnani fetézct (obrazek ¢. 16).

Konvertor signalii se sklada z ¢ipu PLX a dale z komponent implementovanych v Sablon¢

pro pfedmét NAV. Implementace této konverze bylo vyuZzito i pii umistovani implementovaného
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algoritmu do ¢ipu FPGA karty COMBO-PTM, z toho divodu, ze implementace konverzni
komponenty usnadiuje komunikaci se zafizenimi v ¢ipu FPGA. Uzitim tohoto rozhrani, je mozné
k zatizeni ptistupovat pomoci operaci cteni (signaly ADDR, RD a DO) a zapisu dat (signaly ADDR,
WR, DI). Pfi ¢teni dat z implementované komponenty se data dostanou z komponenty pfes konvertor
signali na sbérnici PCI a dale k ovladajicimu programu. Pokud jsou do Cipu zapisovéana data, jsou
zapsana do mista definované¢ho adresou v programu, a to tak, Ze data jsou po PCI sbérnici pfenesena

ptes konvertor a pak dale pfenesena na rozhrani implementované komponenty.

ADDR
5 D
PCI Interface —— E DO Implementoyaﬂ
= o= alg. porovnavani
X RD

Obr. 16: Pripojeni implementované komponenty

5.2.1 Adresovani

Adresovani entit v definovaném obvodu popisuje schéma pamétového prostoru (obrazek ¢. 17).
Na tomto schématu si Ize v§imnout, Ze adresovy prostor je zde rozdé€len na dvé casti. Do dolni ¢asti
adresového prostoru jsou namapovany registry a rozliSeni, zda se jedna o pristup k paméti fetézcti a
nebo paméti vyslednych skére. Namapovani registri je realizovano prostfednictvim dolnich tfi adres
adresového prostoru, tedy prostiednictvim adres 0 az 8 hexadecimalné. Od 4. polozky adresového
prostoru, tedy adresy C hexadecimalné zacina adresovy prostor uréeny pro pamét’ vysledkd. Pamét
zdrojovych fetézct je zptistupnéna v paméti od adresy 300 hexadecimalné. Velikost a vyuziti paméti
zdrojovych sekvenci a paméti vysledkl zavisi na délce porovnavanych sekvenci, jejich poctu, a také

na typu porovnavanych fetézct (zda se jedna o fetézce DNA, proteiny a nebo obycejny text).
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STRING_MEM
300h
LInused
RES MEM
Ch
ah REG STATUS
4h REG_FINISHED
REG CMDO
Oh =

Obr. 17: Adresovy prostor

Vybér mista z né¢hoz bude cteno a nebo do néhoz bude zapisovano tesi adresovy dekodér,
ktery je fesen tradi¢nim zplsobem (viz obrazek ¢. 19). Adresovy dekodér ptijme adresu a podle toho,
co je obsazeno v adrese rozhodne, ktera z komponent dostane povoleni k zapisu nebo ke ¢teni (podle
vybrané komponenty). Pro povoleni zapisové nebo Cteci operace slouzi signal EN, ktery je veden
z dekodéru do kazdého zatizeni (v obrazku zaznaceno jako svazek signali — kvli piehlednosti). To,
zda se ma provadet zapisovani a nebo Cteni dat znaci hodnota na vstupnich signalech WR a RD.
Vstup a vystup dat je 32 bitovy, proto je potieba pii zépisu dat do registru piikazu zapsat jen spodni
dva bity. Obracen¢ je pii Cteni registru statutu a registru ptiznaku ukonceni tieba rozsitit na 32 bitl
dopInénim o hodnoty '0'. Protoze dolni 4 bity adresového vektoru jsou pouzity pro vybér funkéniho
bloku, mtze byt adresovy prostor obou paméti adresovan maximaln¢ 28 bity. (Pokud by byl program

implementovan v 64 bitovém procesoru, bylo by k dispozici o 32 bitli vice.) Ukazka procesu ¢teni a

RD | i i | RO (S
wao e
ADDR(N) ! );(Addrﬂf Addr 1 Addr2 5 ADDR(N) | XAderi Addr 1 ) Addr 2,
DI@2) >§<DataCl Data1i DataEi DI(32) . . . . .
DO2) | i i § i . Dbo@a) | i ) Data 0} Data 1 ) Data2 5
DRDY DRDY ' . A

Obr. 18: Komunikacni protokol prenosu dat (zapis a cteni; prevzato z [48])
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pripravena k ptecteni.

Obr. 19: Adresovy dekodér

32
DO
D! REG_
39 EN CMD
REG_
STATUS
ADDRESS EN
ADDRESS
REG_
WR DECODER EEINISHED
RD
STRING
_MEM
ADDRESS 28 EN
RES_
28 MEM
EN

zapisu dat je na obrazku ¢. 18. Pii ¢teni dat je signalem DRDY upozoméno zafizeni, Ze data jsou
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5.2.2 Implementace systolického pole

Systolické pole se skladd z pole vypocetnich blokd (procesnich elementl), ¢itace a registru.
Vypocetni bloky jsou stejné konstrukce, protoze vSechny vykonavaji stejnou funkci. Kazdy
z vypocetnich blokli komunikuje jen s okolnimi vypoc¢etnimi jednotkami. Sousedni procesni elementy
si pfedavaji jeden z porovnavanych fetézcl (v obrazku fest str), vypocitané skore (score) a skore jez
bylo vypoéteno v piedchozi vypodetni viné (score delayed). Cita slouzi pro signalizaci platného
vysledku, tedy platné hodnoty skoére porovnavanych fetézcli. Do registru vysledného skore je
z posledniho procesniho elementu pravidelné prenasena hodnota skore (score). Jakmile je nastavena
hodnota v registru signalizujiciho aktualnost vysledku (REG enable) je povolen zapis do paméti a
data se predavaji dale.

Dvourozmérné systolické pole se konstruuje jako by mélo o jeden rozmér mén¢ (podrobnosti
viz kap. 2.5), proto ke konstrukci staci sekvence procesnich elementl sefazenych sekvencné za sebe.
To, jak systolické pole vypada schématicky, je zndzornéno na obrazku ¢&.20. Pocet procesnich

elementl v systolickém poli, bez ptekryvani dat, je shodny s poctem nukleotidi v fetézci.

nukleotid str

we

—_— REG

test str PE PE PE PE score score
CLK ! | |

CE counter REG seore_en
—_— enhable

RST J

Obr. 20: Schéma systolického pole

Jak bylo uvedeno jiz vyse, systolické pole obsahuje procesni elementy, jejichZ pocet zavisi
na poctu porovnavanych nukleotidi v jednom prichodu a vSechny elementy jsou svou vnitini
strukturou identické. Procesni elementy jsou sestaveny ze zakladnich elementd, a to ze scitacek,
registr, multiplexoru a jednotek pro vybér minimalni hodnoty. Schéma jednoho z procesnich

elementt je uvedeno na obrazku ¢. 21.
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NUCL_STR

REG
WE
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TEST_STR TEST_STR_DELAYED
_ D _STR_
PEN_SUB
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MX b SCORE_DELAYED
SCORE_DELAYED
SCORE
- MIN SCORE
PEN_DEL +
MIN
PEN_INS
"

Obr. 21: Procesni element

Do procesniho elementu je ptiveden nukleotid NUCL STRING. Koéd znacici typ nukleotidu
je ulozen do registru. Zapis do tohoto registru je podminén signalem WE povolujicim zapsani
do registru. Hodnota v registru je porovnana s hodnotou pfivedenou druhym signalem oznacenym
jako TEST STRING. Podle vysledné hodnoty porovnani je fizen multiplexor, ktery pfepina mezi
pfimym pieposlanim hodnoty z pfedchozi vypocetni viny a inkrementaci hodnoty skére o penaltu
za substituci. Skore které bylo vypocteno piedchozim procesnim elementem je secteno s penaltou
za smazani znaku. A skore, které bylo v pfedchozim béhu vypocteno stejnym procesnim elementem
je secteno s penaltou za vloZeni znaku. Z téchto dvou souctl je vybrana hodnota, ktera je nejmensi,
a poté je porovnana s hodnotou, ktera je vystupem z multiplexoru. Nasledné je opét vybrana ta, ktera
je z dvojice mensi. Vysledna hodnota, je hodnotou, ktera je vystupem tohoto procesniho elementu a
posila se do elementu nasledujiciho. Tato vysledna hodnota bude zaroven pouzita také pti nasledujici
vypocetni viné (jako hodnota z horniho fadku tabulky).

Jakmile jsou vypocteny vSechny builky porovnévaci tabulky, neboli probéhly vSechny
vypocetni viny systolického pole, je vypocet ukoncen. K ukonceni dojde po (n + m — 1) vypocetnich
vlnach, kde m, n jsou délky porovnavanych fetézcli. Pfi ukonceni je poslano skére z posledniho
procesniho elementu do paméti vysledkli a zaroven je generovana hodnota povolujici zapis do této

paméti.
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5.2.3 Radi¢

Toto zatizeni fidi béh celého hardwarového akceleratoru, a zaroven jsou tomuto kontroléru zasilany
ptikazy ze softwaru. Kontrolér je vlastné konecny automat (pfesnéji automat Moorova typu) o péti
stavech, fizeni fadiCem je znazornéno na obrazku ¢. 22. Schéma fizeni ma poc¢atecni stav ,,STOP* a
koncovy stav ,,END*. Pojmenovani stavii je odvozeno od vnitini funkce algoritmu. A sice ve stavu
»STOP* se nahraji data do paméti, stav ,,RUN znac¢i béh zatizeni, ,,RUNNING® zase vypocitavani
jednoho ze skore, stav ,,PAUSE®“ charakterizuje stav, ve kterém je pozastaveno vypocitavani, je
to stav, ze kterého mlize zafizeni pokracovat ve svém béhu. Naopak stav ,,END* je poslednim stavem
vypoctu, ve kterém se zafizeni nachazi jakmile je vypocet ukoncen.

Z pocatecniho stavu (,,STOP*) zakresleného schématu se zafizeni mlize dostat jen do stavu
behu (,,RUN®), atopomoci piikazu CMD START. Jakmile je zafizeni rozb&hnuto, pravidelné
prechazi do stavu, ve kterém vypocitava (tedy stav ,,RUNNING*). Po vypocteni skore paru fetézci je
vypocet ukoncen, zapisi se data do paméti vysledkl a zafizeni ptejde do stavu ,,RUN®. V tomto stavu
automat inkrementuje adresy porovnavanych fetézcii, a poté znovu spusti vypocet. Tento postup se
opakuje dokud neptijde ptikaz CMD PAUSE, CMD_STOP a nebo dokud nejsou vypoctena v§echna
skore vsech dvojic fetézct. Piikaz CMD PAUSE prterusi vypocet a zafizeni ptejde do stavu, kdy je
mozné Cist vysledky porovnavani. Software se dovi kolik part fetézcti bylo porovnano diky registru
s ulozenym stavem, tedy ulozenym poctem porovnanych fetézcl. Software, tedy mtze precist tolik
vyslednych skore kolik je uvedeno v registru. Ze stavu ,,PAUSE® je mozné se vratit do stavu béhu
,,RUN* a pokrac¢ovat ve vypocitdvani. Pokud se uzivatel rozhodne, Ze vypocet trva dlouho a zaroven
jej nezajimaji spoctené vysledky, mize piikazem CMD_STOP vypocet prerusit a piepnout zatizeni
do pocatecniho stavu. Cist vysledky je kromé stavu ,,PAUSE®* mozné i ve stavu ,,END*, do kterého
zafizeni piejde pokud jsou jiz vSechny fetézce porovnany. Jakmile je zafizeni v tomto konecném
stavu, pak lze z akcelera¢niho hardware Cist vSechny vysledky porovnani a tedy zjisStovani poctu
porovnanych pard je zbytecné. Software muze piecist vSech (n*(n-1))/2 vysledku, kde n je pocet
porovnavanych fetézcl. O tom, Ze se zafizeni nachazi ve stavu ,,END* je software informovan, pokud
si precte hodnotu registru REG_FINISHED. Z koncového stavu lze pfejit do pocatecniho stavu
piikazem CMD STOP. V automatu, z divodu piehlednosti, nejsou znazornény hrany, které
zpusobuji cykleni nad shodnym uzlem. Dale plati, ze signal resetujici zafizeni nastavi vSechny prvky

do pocatecniho stavu a automat fizeni stejné tak, tedy do stavu ,,STOP*.
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CMD_PAUSE CMD_START

CMD_START not_finished
CMD_STOP SCORE_EN

Obr. 22: Automat rizeni

Ptikazy, které se pozivaji v obsluzném programu, ale které je mozné pouzit pii piimém zapisu

na adresu zafizeni jsou uvedeny v nasledujicim vy¢tu:

prikaz kod
CMD_STOP 00
CMD_START 01
CMD_PAUSE 10

Pokud je tfeba zatizeni zadat ptikaz, naptiklad piikaz, ktery zatizeni spusti, je tfeba na adresu 0 h
zapsat data koncici poslednimi dvéma bity pozadovanym kodem, tedy ,,01“. ZapiSeme-li na adresu
0 h data 1 h (nebo i 78A1 h) zatizeni se spusti a zacne vypocitavat jednotliva skore.

Pofadi, v némz jsou fetézce porovnavany charakterizuje nasledujici schéma. Cisla v tomto

schématu znaci identifikatory fetézcl a num_strings pocet porovnavanych fetézca.
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Cislo Fetézce porovnavany Fetézec
1,2,3,4 ... (num_strings — 1)
2,3,4 ... (num_strings — 1)

0

1

2 3,4 ... (num_strings — 1)
3 4 ... (num_strings — 1)

4

... (num_strings — 1)

num_strings — 2 (num_strings — 1)

5.2.4 Pamét retézcu

Tato pamét’ slouzi k ulozeni fetézci, jez maji byt porovnany. Velikost této paméti zavisi na poctu
porovnavanych fetézcli, na délce jednotlivych fetézcl a na typu porovnavanych dat. Napiiklad
porovnavani 8§ fetézci DNA o délce 16 nukleotidii zabere v paméti 32 Byte. Je tomu tak proto, Ze
nukleotidy lze zakddovat po dvou bitech, proto jeden fetézec zabere 32 biti. A tedy 8 fetézcl zabere
umérné vice, coz odpovida vyse uvedenym 32 Byte. Data jsou v paméti porovnana po 32 bitech.
Pokud by sekvence z predchoziho piikladu meéla o jeden nukleotid vice, pak by v paméti diky
porovnani zabirala 64 Byte.

Tato pamét je feSena jako dvou-portovd pamét s asynchronnim ¢tenim a synchronnim
zapisem. Dvou-portovad znamend, Ze je u ni mozné v jednom casovém okamziku zapisovat a nebo
najednou Cist dvoje data. Této vlastnosti je u paméti pfi implementaci vybraného algoritmu tieba,
protoze je potfeba v jednom okamziku porovnavat vzdy dva nukleotidy, obecné prvky fetézce. Data
jsou z paméti zdrojovych fetézci c¢tena po dvou bitech odzadu, tj. od nejnizSiho nukleotidu.
Napt. z paméti obsahujici fetézec ATTG je do systolického pole nejprve nacten nukleotid G, poté T,
dale T a jako posledni A.

Adresa ¢islo jedna je multiplexovand, to znamena, Ze pomoci tietiho signdlu se rozhoduje ktera
adresa bude vstupem. To zalezi na tom, zda je povolen zapis do paméti ¢i nikoliv. Pokud se do paméti
zapisuje vice nez 32 bitll je potieba zajistit automatickou inkrementaci adresy, to je znazornéno
v obrazku ¢. 23 ¢tvercovou komponentou bez popisku. Zapis do paméti je mozny pouze s hodnotou
1 na signalu povolujiciho zapis — WE. Tento signal je roven 1 pouze ve stavu ,,STOP* fidiciho
automatu. Data je potfeba do nasledujici komponenty — systolického pole — posilat po jednotlivych
nukleotidech, proto je potieba data na vystupu multiplexovat po dvou bitech (Sitka vysilanych dat je

urcena typem porovnavanych dat).
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Obr. 23: Pameét porovndvanych retézcii

5.2.5 Pamét vysledkii porovnani

Pocet polozek této paméti je definovan poctem porovnavanych fetézct. Kazda z polozek této paméti
je zarovnana na nasobky 16 bitl. Do kazdé z polozek je potfeba ulozit vysledné skore, které miize
nabyt maximalni hodnoty, kterou lze vypocitat tak, ze vynasobime pocet nukleotidd (prvku fetézce)

K realizaci tohoto typu paméti je dostacujici jednoportova varianta. S timto typem paméti je
nutné multiplexovat adresu a rozhodovat tak, zda se jedna o adresu urcujici misto zapisu dat (adresa
generovana ¢itacem — viz. obrazek €. 24) a nebo misto odkud budou data ¢tena (adresa ADDR _OUT).
Data paméti a tedy skore porovnani dvojic fetézcl je mozné Cist pouze ve stavu fadice ,,PAUSE®
a ,,END®. Zapis hodnot je do paméti provadén jen ve stavu ,,RUNNING®. Jakmile je vypocet hotov,
je vystavena hodnota skére povolena k zapisu nastavenym signalem SCORE_EN. Pfi zapisovani dat
do paméti, je z divodu =zarovnanych 16 bitovych hodnot potieba vstupni skoére rozsifit
na pozadovanych 16 biti. Jelikoz jsou vystupy komponenty na 32 bitové je potieba ¢tené skore

rozsifit na stejnou hodnotu, pro rozsiteni signalii slouzi hradla OR.
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6

Experimentalni ovéreni

Funk¢nost systému byla ovéfena na vybranych sekvencnich datech. V nasledujici ¢asti bude popsano

nékolik vicenasobnych porovnani kratkych DNA sekvenci s vyuzitim implementovaného algoritmu.

6.1

6.1.1

Priklad 1

Demonstrace na prikladech

Prvnim ptikladem porovnani budou fetézce, které se vzajemné lisi jen s minimalnim rozdilem avsak

nahodné. Pro prezentaci takovych typl fetézci byly vybrany nasledujici ¢tyfi sekvence:
A:
B:
C:
D:

CTCG
TCGA
CTGC
GTTG

Pokud tyto sekvence ptekodujeme podle tabulky €. 2, pak dostaneme binarni sekvence uvedené

ve tfetim sloupci tabulky €. 3.

A 00
T 01
C 10
G 11

Tabulka 2: Kodovani nukleotidi

Retézec nukleotidii Binarni fetézec
A sekvence CTCG 10011011
B sekvence TCGA 01101100
C sekvence CTGC 10011110
D sekvence GTTG 11010111

Tabulka 3: Zakodovana sekvence

Pokud tyto sekvence vlozime do implementovaného systému dostaneme nékolik skére porovnani.

Na jejich zéklad¢ 1ze poté sestavit evolucni strom. Srovnanim vySe uvedenych sekvenci dostaneme

strom uvedeny na obrazku ¢. 25.
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6.1.2

Priklad 2
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Obr. 25: Evolucni strom

V tomto piikladé bude prezentovano vicenasobné porovnani rozdilnych sekvenci. Srovnavanymi

sekvencemi budou nasledujici:

A:
B:
C:
D:

ATCG
CCCC
TGGT
TGAA

Retézce jsou navzijem rizné, ale jeden z nich je vyrazné nepodobny ostatnim. Po zakdédovani vyse

uvedenych fetézcl dostaneme bindrni sekvence uvedené v tabulce €. 4.

Retézec nukleotidd

Binarni retézec

A sekvence ATCG 00011011
B sekvence CCCC 10101010
C sekvence TGGT 01111101
D sekvence TGAA 01110000

Tabulka 4: Porovndavané sekvence
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Obr. 26: Evolucni strom

Odlisnost fetézce B je v evoluénim stromu zndzornéném na obrazku €. 26 samostatnou vétvi
stromu. Zajimavy jev nastal u zbyvajicich tii fetézct, ty jsou diky své vzajemné podobnosti
ohodnoceny stejnou mirou shody, a proto také vzdalenost od spole¢ného piedka pro fetézce A, C, D

je shodna —rovna 'l".

6.1.3 Priklad 3

Tento ptiklad je zamétfen na porovnani podobnych fetézcl. Mezi sekvencemi jsou dva fetézce, které
jsou identické. Vybranymi fetézci jsou nasledujici:

A: TAGC

B: AAGC

C: ACGC

D: TAGC
Prepis znacek nukleotidi do binarniho tvaru je uveden v tabulce ¢. 5. Evolu¢niho strom, tedy
vysledné vicenasobné porovnani fetézcli, je zndzornén na obrazku ¢. 27. Z tvaru fylogenetického
stromu je patrné, ze fet€¢zce A, D byly rozpoznany jako shodné, a proto vzdalenost k jejich
spole¢nému predku je nulova. Podobnost tfi neidentickych fetézcli je zfejma na prvni pohled, coz

doklada také tvar evoluéniho stromu.

Retézec nukleotidii Binarni Fetézec
A sekvence TAGC 01001110
B sekvence AAGC 00001110
C sekvence ACGC 00101110
D sekvence TAGC 01001110

Tabulka 5: Porovnavané sekvence
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Obr. 27: Evolucni strom

6.2 Syntéza

Implementovany algoritmus vicenasobného porovnani byl syntetizovan (s vyuzitim Sablony

k pfedmétu NAV) programem Precision Synthesis 2005b.110. Umisténi bylo provedeno do ¢ipu

Spartan3 - X3S200 od firmy Xilinx. Pfi testovani maximalni velikosti systolického pole bylo zji§téno,

7ze maximalni velikost porovnavanych ftetézcl je 50 nukleotidd (viz tabulka ¢&.6). Pocet

porovnavanych fetézci je omezen velikosti paméti. Hodnoty vypocitanych skoére v Kkarté

COMBO-PTM se neshoduji s o¢ekavanymi vysledky.

Délka Fetézcii | Pocet obsazenych Procentuilné
4 nukleotidy 286 14,9 %
8 nukleotidu 339 17,6 %
16 nukleotidu 553 28,8 %
32 nukleotidi 1091 56,8 %
50 nukleotidii 1890 98,4 %
51 nukleotidi 1925 100,2 %

Tabulka 6.: Vyuziti FPGA cipu

41



6.3  Diskuse vysledkii

V podkapitolach 6.1.1 az 6.1.3 byly uvedeny piiklady vicenasobného porovnani DNA fetézcu
implementovaného algoritmu. Z vysledkl je ziejmé, ze tento algoritmus je vhodny pro podobné
sekvence, v nichZ se 1épe porovnavaji a uréuji vzajemné podobnosti.

Vysledky potvrzuji tvrzeni, Ze algoritmus neni vhodny pro porovnani vyznamné odliSnych
sekvenci. Ale diky své rychlosti je vhodny pro vymezeni uré¢itého okruhu fetézcii, nad nimiz je poté
mozné provést presnéjsi porovnani algoritmem CLUSTAL a nebo pfimo nckterou z metod
dynamického programovani.

Pro porovnani neni mozné nalézt jedno spravné porovnani, kromé feSeni, ktera jsou
trivialni [40]. To, Ze pro kazdé netrivialni feSeni existuje vice moznosti porovnani, je zfejmé a je dano
mnozstvim evoluc¢nich zmén provedenych na fetézci. To zapficinuje, Ze vicendsobné porovnani muiize

mit vice evolu¢nich stromu.
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7 Z.aver

V této praci byly popsany algoritmy pro parové porovnani DNA fetézcl. U jednotlivych algoritmu
byla také hodnocena jejich vykonnost a ptesnost. Dale byly popsany algoritmy pro vicenasobné
porovnani, a to jak algoritmy u nichZ je prioritni pfesnost, tak i ty, u nichz je ptfedni jejich rychlost.
Byla také popséana technologie a struktura FPGA. Teoreticka cast této prace byla vytvofena jako
soucast semestralniho projektu a byla dale rozvijena. Prakticky rozvoj této prace je zachycen ve druhé
Casti. V této Casti je popsan zplsob implementace s podrobnéj$im popisem konstrukci jednotlivych
blokli implementovaného algoritmu.

Funkénost algoritmu a spravnost vypoctenych hodnot byla ovéfena simulacemi. Na zakladé¢
skore porovnanych fetézci, ziskanych simulacemi, bylo prezentovano i nékolik ilustracnich ptikladi.
Implementace byla syntetizovana a akcelerace na Cipu je funkc¢ni, vysledky skore se vSak neshoduji
s vysledky ziskanych simulacemi.

Dalsi mozny vyvoj této prace by mohla byt implementace dalsi logiky pro umoznéni porovnani
libovoln¢ dlouhych fetézcl. Pro pfipadnou akceleraci rychlosti, by mohlo byt vhodné ptevedeni

algoritmu na sekvencni.
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Seznam zkratek

deoxyribonukleova kyselina DNA
adenin A
thymin T
cytosin C
guanin G
procesni element PE
Byte update/sekundu BUDps
Configurable Logic Block CLB
Digital Clock Manager DCM
Hardware Description Language HDL
Navrh externich adaptérti a vestavénych systéma NAV
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Seznam priloh

Ptiloha 1. CD — obsahujici elektronickou verzi prace, zdrojové kody a dokumentaci k programtim

(programu pro ovladani akceleratoru a VHDL kodu)
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