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01 Einleitung

Problemstellung

® Fine Aufgabe in der Molekularbiologie besteht darin, neu gewonnene
Nukleotidsequenzen in Datenbanken bekannter Sequenzen zu suchen.

® Kostengunstige und hochparallele Sequenzierungsverfahren haben in den
letzten Jahren die Anforderungen an die Suche verandert.

® FEine effiziente und kostengunstige Losung des Problems auf einer parallelen
Plattform ist notwendig und erfordert:
— Eine Analyse der bisherigen Losungsansatze,
— Untersuchungen zur Parallelisierbarkeit auf FPGA und GPU,
— Implementierung unter Berlcksichtigung der typischer Nutzer,
— Realisierung einer leistungsfahigen Datenkommunikation (FPGA) und
— Funktionsnachweis und Vergleich mit leistungsfahigen Programmen.

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 2 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

01 Einleitung

02 Grundlagen
Klassisches Alignment-Problem
Short-Read Mapping Problem

03 Untersuchungen zur Parallelisierbarkeit

04 Implementierung
FPGA
GPU

05 Ergebnisse

06 Zusammenfassung & Ausblick

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 3 von 23



TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN

02 Grundlagen
Klassisches Alignment-Problem

Alignment-Algorithmen passen zwei Sequenzen aneinander an und liefern einen
Wert (Score), der etwas Uber ihre Ahnlichkeit aussagt.
® Nukleotidesequenzen bestehen aus den Zeichen ¥ = {A, G, T(= U), C}.
® Um einen hohen Score zu erreichen, werden Mismatches und Gaps
eingeflgt.
® \Wichtige Anwendung ist die inexakte Suche in Datenbanken, um
Eigenschaften der Sequenzen zu ermitteln:
— Die durch das Sanger-Verfahren generierten Sequenzen haben eine
Lange von 800 bis 1.000 Basenpaaren.
— Ergebnis einer Datenbanksuche ist die Position, an der ein bestimmter
Schwellwert fur den Score Uberschritten wird.

Match Insertion
C TTGCG ATC
b
Cc TTGCG ATC

Deletion Mismatch

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 4 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

02 Grundlagen

Smith & Waterman-Algorithmus

Algorithmus zum lokalen Alignment.

Zeit- und Speicherkomplexitat von O(m - n).

Exaktes Verfahren (liefert immer optimales Alignment).
Matrixfelder werden in Abhangigkeit voneinander berechnet.

Datenbank

M(3i—1,j) + g, [A]e[a]r[r]c]
[ —
Insertion
M@ j—1)+g o|lo|o|ofofo]o
M(i,j) = max oo o | (11 ][00 |(13) |©0 |(1.5) |(©.0)
M(3i = 1,7 = 1) + p(si, 5 0 |00 | @1 ]00)]13) |(©0) |15
L 0 | (1.1)]©.1) | (3.1) (23) | (03)
Match / Mismatch
0 0 |00 |©1]@1 |G |[1.1)]E3)
(Score, Position)
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02 Grundlagen
Basic Local Alignment Search Tool

Heuristisches Verfahren zur Datenbanksuche flir lange Sequenzen (bis zu 1.000
Basenpaare) bestehend aus drei Teilschritten:

1. Exakter Treffer der Lange w wird gesucht.

Datenbanksequenz

w

2. Suche eines zweiten Hits mit maximalem Abstandes A.

3. Hits werden mit Matches, Mismatches und Gaps ausgedehnt.

-—
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02 Grundlagen
Short-Read Mapping Problem (rsos

Mit der Sanger-Sequenzierung wurden wenige lange Sequenzen geliefert.

Technologische Weiterentwicklungen haben zu automatisierten

hochparallelen Sequenzierern gefuhrt (Next-Generation Sequencing) [RF09]:
— Sequenzen (Reads) haben nur eine Lange von wenigen Basenpaaren.
— Ein Durchlauf erzeugt mehrere Millionen Reads in kurzer Zeit.

® Score verliert an Bedeutung und wird auf Mismatches oder Hamming-Distanz

reduziert.
| Methode | Readlénge (bp) | Reads pro Durchlauf | Durchlaufzeit |
Sanger-Verfahren 800 1 10 Stunden
ABI SOLID ~ 50 85.000.000 6 Tage
Helicos Heliscope 30-38 800.000.000 8 Tage
lllumina Genome Analyzer 36-175 40.000.000 3-6 Tage

= Neue Anforderungen an die Programme.
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02 Grundlagen
Short-Read Mapper

Programme, die an die Anforderungen kurzer Reads angepasst sind und grofse
Datenmengen verarbeiten konnen, werden als Short-Read Mapper bezeichnet.

1. Burrows-Wheeler Transformation - Bowtie und SOAP2
— Suche der Reads mit dem FM-Index Algorithmus [FMMNO4].
— Hohe Geschwindigkeit, da nie die gesamte Datenbank durchsucht wird.
— EinfUgen von maximal drei Mismatches Uber Backtracking.
2. Spaced-Seed Indexing - Maqg und PASS
— Unterteilung der Reads in Bereiche fester Lange.
— Suche der kurzen Bereiche in der Datenbank.
3. Q-Gram Counting - RazerS
— Berechnung der Anzahl kurzer Teilsequenzen fur einen Treffer Uber das
Q-Gram Lemma [BCF+99].
— Durch Lange der Teilsequenzen von wenigen Basenpaaren ist eine
schnelle Suche mit Mismatches und Gaps maoglich.
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03 Untersuchungen zur Parallelisierbarkeit

1. Modifizierter Smith & Waterman-Algorithmus
— Exakte Ergebnisse und einfache Anpassung an das Short-Read
Mapping.
— Einfache parallele Berechnung der Matrixelemente und gleichmaRige
Datenbankzugriffe.
2. Spaced Seed Indexing
— Die Suche mit Seeds fester GroRRe lasst sich auf dem FPGA leicht
realisieren.
3. Burrows-Wheeler Transformation
— Speicherzugriffe in der Datenbank nicht vorhersagbar.
— Ein Zugriff mehrerer Einheiten auf einen Speicher wird zum Engpass.
4. Q-Gram Counting

— Umfangreiche Nachbearbeitung der markierten Positionen auf dem
Host-System notig.
— Parallelisierung moglich, aber komplexe Umsetzung in Hardware.
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04 Implementierung - FPGA

Algorithmus

® Das Short-Read Mapping erfordert aufgrund der kurzen Sequenzen keine
Gaps [TS09].

® Mismatches sind aufgrund von Mutation oder Sequenzierungsfehlern
notwendig.

Datenbank

= Problem entspricht dem naiven Suchalgorithmus mit Mismatches.
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04 Implementierung - FPGA

Gesamtsystem

Steuerinformationen

® 300 Module mit je zwei Einheiten
zur Suche und einem BlockRAM
(Xilinx Virtex-6 XC6VLX240T).

® |nsgesamt 300 x 2 = 600
Sucheinheiten.

® Jede Einheit bearbeitet einen Read
mit 64 Basenpaaren.

® Bej einer Taktrate von 200 MHz
wird eine Leistung von 120 Giga
Vergleiche/s erreicht.

...........

%2
Ergebnisse Reads
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04 Implementierung - FPGA

Sucheinheit

Datenbank Schieberegister

Sucheinheit (SU)

|
|
® Jeder SRL 16 x 2 [Xil10] enthalt die 1
Anzahl der Mismatches mit den :
beiden adressierenden :

|

|

|

|

found

max
mismatch

2 SRLi6x2
r'd

Basenpaaren der Datenbank. SRLO SRLY

® 32 SRLs werden parallel bitweise

geladen. 5o~ i
. . L . 1BPo(1) —| BPe2(1) —»| jenable
® Baumformiger sattigender 3-Bit BP0 BPez0)

Zahler (7 Mismatches).

® Schreiben der Position, wenn
Mismatch-Schwellwert
unterschritten wird.

4 M

ml—

Block RAM

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 12 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

04 Implementierung - FPGA
Datenverbindung

Verbindung zwischen Host und FPGA realisiert Uber Gigabit-Ethernet auf Ebene der
MAC-Adressen (Sicherungsschicht - Layer 2) [BHO1].

® Steuerung des FPGAs mit kurzen Paketen.
e (Jbertragen der Reads und Ergebnisse.

® Streaming der Datenbank Uber dynamische Flusskontrolle (~ 400 MBit/s).
® FErkennen verlorener Pakete.

=-Teilweise Realisierung eines TCP-ahnlichen Protokolls (Transportschicht - Layer 4).

450 x
P ;Ex is* E a "&' lx" x| %

@
S
S}

a
3

Bandbreite (MBit/s)

0 600 1200 1800 2400 3000
Nutzdaten (kByte)
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04 Implementierung - FPGA

Host-Software | - Programmablauf

® Transformation der Datenbank von ASCII-Zeichen ins Binare
® Ablaufsteuerung:

— Transformieren und Ubertragen der Reads,

— Ubertragen der Datenbank,

— Einsammeln und Aufbereiten der Ergebnisse.

|

Sequenzen

x Datenbank
neue néchste

Reads | Sequenz

Ergebnisse

U
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04 Implementierung - FPGA
Host-Software Il - Nutzbarkeit

® Ausflhrung des Programms Uber Kommandozeile.
® Unterstltzung der gebrauchlichen Eingabeformate (FASTA, FASTQ).
® QOptionale Ausgabe im SAM-Format [LHW*09].

— 100

g

g’ J”"“”‘”"M”"“”munmuum

5, PRPRN FRPTOON PRROUUN N PRV O 1O PO 1 NUPOPIN | SUPROUR | OV | OO

Transformation der Datenbank " i
(nur ein Mal erforderlich) Suche von 1.000 Reads mit 512 Einheiten

5.000 500
@ 4.000 400 @
2 5
< 3000 300
2 Yy
g g
5 c
£ 2.000 200 §
4 T
o a
& 1.000 100 ¥

0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16
Zeit (5)
[l CPU Auslastung 4 RX Datenrate TX Datenrate
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04 Implementierung - GPU
Algorithmus |

® Felder der Smith & Waterman-Matrix konnen diagonal berechnet werden.
® \Vereinfachungen gegenuber dem vollstandigen Algorithmus:

— Alle Scores Uber festgelegtem Schwellwert werden gesichert.
— Um Position ohne Backtracking zu berechnen, ist eine zweite Matrix
notwendig.

Datenbank

[vIv[v]afefafr]afe]n]n]n]

0 o [ 0 0 o [ 0 o 0 0 0 o
0 [(0,0) (0,0 |(0,0) | (1,1) (1.3) (1,5) X X
3 0 [(0,0) |(0,0) | (0,0) (2,1) (1,8) (1,5) X
& 0 [(0,0) | (0,00 (1,1) (3.1) (2.3) X X
0 [(0,0) (0,0 0,1 @3.1) (3.3) X

(Score, Position)
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04 Implementierung - GPU
Algorithmus Il

® Nur eine 3 Spalten breite Diagonale muss im Speicher gehalten werden.

® \Nerden keine Gaps bendtigt, sind weitere Vereinfachungen maoglich:
— Positionsmatrix nicht mehr notwendig.

— Keine Berechnungen des horizontalen- und vertikalen Gapscores
erforderlich.

[rlelalrfa]e]

0 0 0 l
Thread 1 (0,0) | (1,3) | (0,0)
Thread 2

Read

Score, Position
Treads [0 [ .1 | @) f tor)
Thread 4
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05 Ergebnisse

Laufzeit und Qualitat

Datenbank- Reads: 100.000 x 38 bp Reads: 100.000 x 50 bp
Programm Transformation Maximal 2 Mismatches Maximal 3 Mismatches

(h:min:sec) Laufzeit Mapped Positionen Laufzeit Mapped Positionen

(h:min:sec) (%) (h:min:sec) (%)

ssearch — 305:23:00 100 — 333:20:00 100 —
Maq 00:00:08 00:03:26 100 100.000 00:11:03 76 76.874
SOAP2 00:04:21 00:00:12 100 476.991 00:00:16 76 163.913
PASS - 00:03:32 99 601.683 00:04:32 99 455.862
RazerS - 00:03:38 100 707.067 00:04:12 100 552.573
Bowtie 00:07:48 00:00:57 85 1967427 00:03:45 77 1.188.046
FPGA 00:00:05 00:03:46 100 5.475.284 00:03:41 100 2.306.253
GPU — 43:39:00 100 5.475.284 47:46:00 100 2.306.253

Datenbank: Homo sapiens chromosome 1 (222.388.987 bp)
Reads: Mismatches in diskreter Gleichverteilung
Testsysteme: Intel Core 2 Duo 2,66 GHz, 3,8 GByte - Nvidia GeForce GTX 480 - Xilinx Virtex-6 XC6VLX240T
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05 Ergebnisse

Speedup zu ssearch und Ergebnisqualitat

3.000.000 100.000
10.000
2.250.000
c
2 1.000 t%
2 1.500.000 2
3 Q
e 100 @
750.000
10

MAQ SOAP2 PASS RazerS Bowtie FPGA GPU

+« Ermittelte Positionen M Speedup zu ssearch35

Datenbank: Homo sapiens chromosome 1 (222.388.987 bp)
Reads: 100.000 mit 50 bp und 0-3 mismatches in diskreter Gleichverteilung
Testsysteme: Intel Core 2 Duo 2,66 GHz, 3,8 GByte - Nvidia GeForce GTX 480 - Xilinx Virtex-6 XC6VLX240T
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05 Ergebnisse

Performance
11.000
8.250
2
2
oS 5.500
3 5.280
2
o
2.750
0
SOAP2 PASS RazerS Bowtie FPGA

Datenbank: Homo sapiens chromosome 1 (222.388.987 bp)
Reads: 100.000 mit 50 bp und 0-3 mismatches in diskreter Gleichverteilung
Testsysteme: Intel Core 2 Duo 2,66 GHz, 3,8 GByte - Nvidia GeForce GTX 480 - Xilinx Virtex-6 XC6VLX240T
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06 Zusammenfassung und Ausblick

® Zusammenfassung:

— Aufgrund der Weiterentwicklungen in den Sequenzierungsverfahren
sind neue Programme erforderlich.

— Ein naiver Suchalgorithmus kann einfach auf parallele Plattformen
Ubertragen werden.

— Die FPGA-Implementierung erreicht ahnlich hohe Geschwindigkeit wie
heuristische leistungsfahige Programme, der GPU-Ansatz ist deutlich
langsamer.

— Aufgrund der geringen Auslastung des Host-Systems ist eine
Integration in ein bestehendes System maglich.

® Ausblick:

— Weitere Optimierung der FPGA-Implementierung.

— Direkte Anpassung der Hardware an die Lange der Reads.

— Fur langere Reads Erweiterung auf Gaps durch vollstandigen Smith &
Waterman-Algorithmus oder Q-Gram Counting.
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08 Anhang - Grundlagen

Next-Generation Sequencing - Beispiel: EHEC

® Sequenzierung mit Geraten
von lon Torrent und
[llumina.

® FErgebnis: Hybrid-Klon
bekannter Stamme.

https://github.com/ehec-outbreak-
crowdsourced/

Escherichia coli 0157:H7 EDL933, complete genome. - 1..5528445

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 24 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

08 Anhang - Grundlagen
Short Read Mapper - Bowtie

Gezielte Suche in Datenbanken mit Hilfe der Burrows-Wheeler-Transformation.

® Hohe Geschwindigkeit, da nie die komplette Datenbank durchsucht wird.
® Ausgelegt fur Reads von 30 - 100 bp.
® FEinfligen von maximal 3 Mismatches Uber Backtracking (keine Gaps).

T =ATTGCGGTA$

SATTGCGGTA Suche: TTG
ASATTGCCGT s a
ATTGCGGTAS - Index=3 A T
CGGTASATTG A s
GCGGTASATT c e
GGTASATTGC LF(top, G) — _‘i s
GCTASATTGCG G
TASATTGCGG G- c
TGCGGTASAT LF(bot, G) - —c
TTGCGGTASA r o
BWT(T) = ATSGTCGGTA 3T A
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08 Anhang - Grundlagen
Short Read Mapper - Maq

Datenbanksequenz Read
ACTGCCGTAAACTAATGAA. . . ACTGGGCTAAACGTTA

Position 2
CTGC CGTA AACT AATG

Position 1
ACTG CCGT ARAC TAAT ACTG GGCT AAAC GTTA
ACTG CCGT ***% *kkk* M

ACTG ***% *%%% TAAT 2
ACTG **** AAAC **** -« | 3 |

*%%% CCGT **%% TAAT ﬂ 4 H

*%k*k* **kxk* AAAC TAAT
*k%% CCGT AAAC **** Ls ]

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment

Folie 26 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

08 Anhang - Grundlagen
Short Read Mapper - RazerS

t=n+1—-(k+1)-q (1

Datenbank

AAGACATTGACCGACAGTTTCTGACTCAR

Read

HHHEAFFOFOOOSEO AN

-—
-—x————»
-« 5x-

3-gram counter

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment Folie 27 von 23



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

08 Anhang - FPGA

Lesen der Reads

Ein SRL 16 x 2 besteht aus

zwei verketteten LUTs mit

je sechs Eingangen.

® Kodierung der Datenbank
Basenpaare adressiert
Speicherstelle.

® Speicherstelle enthalt
Anzahl der Mismatches mit
zwei Read Basenpaaren.

® SRL-Kodierung der Reads

per Software berechnet.

TU Dresden, 28.06.2011 Diplomverteidigung - Genom-Alignment

A - 00
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T->10
C—>11

G

output(1)
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A

rEEE

assemble(AG)
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|
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08 Anhang - FPGA

Sucheinheit

® Finheiten schreiben konfliktfrei
durch eigenes Interface in den
Block RAM.

® SpeichergrofRe wird dynamisch
zwischen den beiden Reads
verteilt.

® Zwei Einheiten konnen
zusammengeschaltet werden
und Read mit 128 bp
verarbeiten.

Suchmodule (SM)

extern
RAM access

128 Bit Schieberegister |[+—— start shift

e

control
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08 Anhang

Verteilung der Einheiten

Datenbankzeichen
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08 Anhang

Aufbau des Ethernet-Modules

Ethernet-Controller

B i
| LocalLink Interface — Embedded Tri-Mode Ethernet MAC Wrapper |

| | ittt g N I

i |

Ethernet 10M/100M/1G EMAC i

<—| Control FIFO Control Ethernet MAC Wrapper i
i i

i

|
32 8 .
Transmit
Send FIFO FIFO -
32 8
Rev FIFO
H Receive n
FIFo |
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08 Anhang - FPGA

Hardwareressourcen
| Modul || Suchmodul | Ethernet | 600 Einheiten |
Register 165 1.161 76.768 (25 %)
LUTs 405 964 | 127921 (85 %)
Slices 162 400 | 35.362 (93 %)
Unbenutztes Flip Flop 61 % 24 % 47 %
Unbenutzte LUT 3% 22 % 3%
Benutzte LUT-FF Paare 35 % 53 % 48 %
Block-RAM 1 20 320 (76 %)
Maximale Taktrate 200 MHz
Vergleiche/s 64 bp 120 Giga
Erforderliche Datenrate 400 MBit/s

® Auf einem Virtex-5 lassen sich 100 Einheiten bei einer Taktrate von 100 MHz
realisieren, was einer Leistung von 10 Giga Vergleiche/s entspricht.
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08 Anhang - FPGA

Host-Software lll - Kommandozeilenargumente

| Parameter | Beschreibung |
-query <filename> Datei mit Reads im FASTA- oder FASTQ-Format
-database <filename> | Datenbank im FASTA-Format
-bindb <filename> Bereits transformierte binare Datenbank
-output <filename> Ausgabe in Datei
-transform Nur Transformation der ASCII-Datenbank
-mismatch [int] Anzahl erlaubter Mismatches
-positions Auflistung der Positionen der Reads
-status Statusinformationen ausgeben
-help Hilfetext anzeigen
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08 Anhang

Bandbreite - Virtex-6 (dynamische Flusskontrolle)

450

300

Bandbreite (MBit/s)

150

0 600 1200 1800 2400 3000
Nutzdaten (kByte)
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08 Anhang

Bandbreite - Virtex 6 (statische Flusskontrolle)

400
RN SN III I
N [ F 58

300 . § *

Ik
x x x | %

@ ¢ *

] 3

£ 200 *

o

g

a

100

0 600 1200 1800 2400 3000

Nutzdaten (kByte)
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08 Anhang - FPGA
Skalierung |
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08 Anhang - FPGA
Skalierung Il - Anzahl Reads
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Anzahl der Reads

Datenbanklange: < 222.388 bp {1 2.223.889 bp 22.238.898 bp O 222.388.987 bp
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08 Anhang - FPGA
Skalierung lll - Anteil der Suche
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Anzahl der Reads
Datenbanklange: <~ 222.388 bp {1 2.223.889 bp 22.238.898 bp O 222.388.987 bp
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Verhalten bei Uberlaufen | - Kurze Reads
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Uberlaufe Suche (%) Ausgabe (%) Laufzeit (s) Mapped (%) RX Datenrate TX Datenrate

(MByte/s) (MByte/s)
0 Mismatches M 1 Mismatch M 2 Mismatches
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08 Anhang - FPGA

Verhalten bei Uberlaufen Il - Lange Reads
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Identifikation von Engpéassen auf dem FPGA

® Anteil der Laufzeit fir Transformation, Ubertragung und Einsammeln der
Ergebnisse liegt bei 2 -3 %.

® FErhohung der Laufzeit durch Reaktion auf Uberlaufe ebenfalls gering.

® Starke Auswirkungen nur bei Datenbanken mit weniger als einer Million
Basenpaaren.

100

80 — —

60 —

. - HE
Uberlaufe Suche (%) Ausgabe (%) Laufzeit (s) Mapped (%)
0 Mismatches [ 1 Mismatch M 2 Mismatches 3 Mismatches

Datenbank: Homo sapiens chromosome 1 (222.388.987 bp)
Reads: 100.000 mit 50 bp und 0-3 mismatches in diskreter Gleichverteilung
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Verteilung der Reads
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08 Implementierung - GPU

CUDA - Programm

Verteilung der Daten:
® Datenbank im
Grafikspeicher.
® Matrizen im gemeinsamen
Speicher der
Multiprozessoren.
® Reads zur Laufzeit in

internen Registern der
Threads.

TU Dresden, 28.06.2011

rswa_gpu.cu

swa_kernel_no_gaps.cu [ ——

EmEa =

swa_kernel.cu I» -

GPU
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Read 0

Shared
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Optimierung
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256 Threads 256 Threads 256 Threads 256 Threads
Shared Memory Shared Memory Shared Memory
Read in constant Memory Keine Gaps

=- Optimale Laufzeit wird mit 256 Threads und Matrizen im Shared Memory erzielt.
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Speedup fiir verschiedene BlockgrofRen
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Skalierung in Abhéngigkeit der Anzahl der Reads |
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08 Anhang - GPU
Skalierung in Abhéangigkeit der Anzahl der Reads Il

Laufzeit (ms)

TU Dresden, 28.06.2011
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Anzahl der Reads
Approximation

100 150

% Messpunkte
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Skalierung bei unterschiedlicher Lange der Reads
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Lange der Reads

+ mit Gaps ohne Gaps
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Leistung und Bandbreite

e Zeit zum Ubertragen der Datenbank gering im Vergleich zur Suche.
® Algorithmus skaliert mit DatenbankgrofRe und Anzahl der Reads.

O Laufzeit 7 Speicherzugriffszeit {1 Bandbreite

100.000 ‘ J J J 10.000
10.000 1.000
. o ;
1000 Yy 100
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3 100 [ 10z
g Ve A g
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1 C 01
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0 V==V 0,01
100 3.200 102.400 3276800  52.428.800

Datenbanklange (bp)
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