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Histone 3 lysine27-to-methionine (H3-K27M) mutations most frequently 
occur in diffuse midline gliomas (DMGs) of the childhood pons but are also 
increasingly recognized in adults. Their potential heterogeneity at different 
ages and midline locations is vastly understudied. Here, through dissecting 
the single-cell transcriptomic, epigenomic and spatial architectures of a 
comprehensive cohort of patient H3-K27M DMGs, we delineate how age and 
anatomical location shape glioma cell-intrinsic and -extrinsic features in 
light of the shared driver mutation. We show that stem-like oligodendroglial 
precursor-like cells, present across all clinico-anatomical groups, 
display varying levels of maturation dependent on location. We reveal a 
previously underappreciated relationship between mesenchymal cancer 
cell states and age, linked to age-dependent differences in the immune 
microenvironment. Further, we resolve the spatial organization of H3-K27M 
DMG cell populations and identify a mitotic oligodendroglial-lineage niche. 
Collectively, our study provides a powerful framework for rational modeling 
and therapeutic interventions. 
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i s d e v e l o p m e n t a l s t a g e s p e c i f i c 9 . I n d e e d , p r e v i o u s s t u d i e s h a v e h i n t e d 
a t p r e c u r s o r c e l l s i n t h e p o n s 1 0 a n d a n e a r l y n e u r o d e v e l o p m e n t a l 
w i n d o w 1 1 a s s p a t i o t e m p o r a l c o r r e l a t e s i n K 2 7 M m u t a t i o n - m e d i a t e d 
g l i o m a g e n e s i s . C e l l - i n t r i n s i c a l l y , t h e K 2 7 M m u t a t i o n l e a d s t o b r o a d 
e p i g e n e t i c d y s r e g u l a t i o n a n d t h u s t r a n s f o r m a t i o n o f a d e v e l o p m e n t a l l y 
r e s t r i c t e d c e l l t o a t u m o r i g e n i c s t e m - l i k e s t a t e 1 2 1 8 . T h e r e s u l t i n g a c t i v e 
c h r o m a t i n l a n d s c a p e r e f l e c t s a n e a r l y o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e 1 9 , 2 0 . 
S i n g l e - c e l l R N A - s e q u e n c i n g ( s c R N A - s e q ) o f p e d i a t r i c , p r e d o m i n a n t l y 
p o n t i n e H 3 - K 2 7 M t u m o r s , f u r t h e r d e m o n s t r a t e d t h a t m o s t g l i o m a c e l l s 
a r e s t a l l e d i n a c a n c e r s t e m c e l l - l i k e o l i g o d e n d r o c y t e p r e c u r s o r c e l l 
( O P C ) - l i k e s t a t e t h a t i s c a p a b l e o f s e l f - r e n e w a l a n d t u m o r i n i t i a t i o n 2 1 , 2 2 . 
I n c o n t r a s t , m o r e d i f f e r e n t i a t e d n o n c y c l i n g g l i a - l i k e c e l l s w e r e s h o w n t o 
h a v e l o s t t h e i r t u m o r i g e n i c c a p a c i t y 2 1 . T o g e t h e r , t h i s i n d i c a t e s O P C - l i k e 
c e l l s t o b e a t t h e c o r e o f K 2 7 M m u t a t i o n - m e d i a t e d t u m o r i g e n e s i s , a n d 
h e n c e , m a y p r e s e n t a s t r a t e g i c t h e r a p e u t i c t a r g e t i n p e d i a t r i c p o n t i n e 
H 3 - K 2 7 M D M G s . 

H o w e v e r , i t r e m a i n s i n c o m p l e t e l y u n d e r s t o o d w h e t h e r H 3 - K 2 7 M 
D M G s o f d i f f e r e n t m i d l i n e l o c a t i o n s - s u c h a s t h a l a m u s , p o n s o r s p i n a l 
c o r d - a s w e l l a s d i f f e r e n t a g e g r o u p s a n d d i f f e r e n t m o r p h o l o g i c a l f e a 
t u r e s a t p r e s e n t a t i o n , h a v e s i m i l a r c e l l u l a r c o m p o s i t i o n s . I n p a r t i c u l a r , 
t h e m o r e r e c e n t l y r e c o g n i z e d g r o u p o f a d o l e s c e n t ( 1 0 - 1 9 y e a r s ) a n d 
a d u l t ( > 2 0 y e a r s ) H 3 - K 2 7 M D M G s r e m a i n s u n d e r s t u d i e d . I n a d d i t i o n t o 
c e l l - i n t r i n s i c m o d e s o f d y s r e g u l a t i o n , m o u n t i n g e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t 
m i c r o e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s c r i t i c a l l y c o n t r i b u t e t o g l i o m a g r o w t h 2 3 2 8 , 
a n d i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h e d e v e l o p i n g b r a i n p r o v i d e s a p e r 
m i s s i v e e n v i r o n m e n t t h a t c a n b e e x p l o i t e d f o r p e d i a t r i c b r a i n t u m o r 
g r o w t h 2 9 , 3 0 . H o w e v e r , t h e i n t e r p l a y b e t w e e n a g e - a n d r e g i o n - s p e c i f i c 
t i s s u e e n v i r o n m e n t s a n d t h e v a r y i n g c l i n i c o - a n a t o m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s 
o f H 3 - K 2 7 M D M G s , a n d i t s c o n t r i b u t i o n t o t u m o r p a t h o l o g y r e m a i n 
u n e x p l o r e d . 

T o a d d r e s s t h e s e q u e s t i o n s , w e h a v e u t i l i z e d s i n g l e - c e l l 
m u l t i - o m i c s a n d s p a t i a l t r a n s c r i p t o m i c a p p r o a c h e s t o p r o f i l e a n 
e x t e n d e d c o h o r t o f H 3 - K 2 7 M D M G s e n c o m p a s s i n g a b r o a d r a n g e o f 
a g e g r o u p s a n d a n a t o m i c a l l o c a t i o n s . W e t h e r e b y i d e n t i f y h o w a g e -
a n d l o c a t i o n - d e p e n d e n t c o n t e x t s u n d e r l i e c e l l - i n t r i n s i c a n d - e x t r i n s i c 
f e a t u r e s t h a t t o g e t h e r d e t e r m i n e v a r i a t i o n i n g l i o m a s p a t i a l a n d c e l l u l a r 
a r c h i t e c t u r e i n l i g h t o f t h e c o m m o n K 2 7 M m u t a t i o n . 

Results 
Cohort of H3-K27M DMGsacross age groups and locations 
W e c o n d u c t e d m u l t i - o m i c p r o f i l i n g o f 5 0 H 3 - K 2 7 M m u t a n t p a t i e n t 
t u m o r s , s e l e c t e d o n l y b y c r i t e r i a o f t h e o n c o h i s t o n e m u t a t i o n , s p a n n i n g 
p o n t i n e (n = 2 7 ) , t h a l a m i c (« = 2 0 ) , l o w e r b r a i n s t e m (n = 1 ) a n d s p i n a l 
(n = 2) l o c a t i o n s ( F i g . l a , b a n d S u p p l e m e n t a r y T a b l e 1 ) . T h e m e d i a n 
a g e w a s 1 2 ( 2 . 5 - 6 8 ) y e a r s , e n c o m p a s s i n g 3 6 p e d i a t r i c ( 1 8 e a r l y c h i l d 
h o o d ( 0 - 9 y e a r s ) , 1 8 a d o l e s c e n t ( 1 0 - 1 9 y e a r s ) ) a n d 1 4 a d u l t ( 2 0 - 6 8 
y e a r s ) t u m o r s . S a m p l e s w e r e o b t a i n e d p r e - t r e a t m e n t (n = 3 0 ) a n d 
p o s t - t r e a t m e n t (« = 2 0 ) f r o m 2 9 f e m a l e a n d 2 1 m a l e p a t i e n t s . W e p e r 
f o r m e d d e e p f u l l - l e n g t h S m a r t - s e q 2 f r e s h s i n g l e - c e l l (n = 1 8 ) o r f r o z e n 
s i n g l e - n u c l e u s (n = 2 5 ) R N A - s e q u e n c i n g ( s c R N A - s e q / s n R N A - s e q ) o f 
4 3 t u m o r s ( F i g . l a c ) . W e a d d i t i o n a l l y a n a l y z e d t h e o p e n c h r o m a t i n 
p r o f i l e s o f e i g h t t u m o r s u t i l i z i n g t h e s i n g l e - c e l l / s i n g l e - n u c l e u s a s s a y 
f o r t r a n s p o s a s e - a c c e s s i b l e c h r o m a t i n u s i n g s e q u e n c i n g ( s c A T A C - s e q / 
s n A T A C - s e q ) , a s w e l l a s t h e s i n g l e - c e l l s p a t i a l t r a n s c r i p t o m i c a r c h i t e c 
t u r e o f 1 4 t u m o r s b y i n s i t u s e q u e n c i n g ( F i g . l a , b ) . 

Fig. 11H3-K27M DMG cohort profiled by single-cell multi-omics. a, S c h e m a t i c 
o f t h e w o r k f l o w , b, C l i n i c o - m o l e c u l a r c o h o r t c h a r a c t e r i s t i c s . T h e u p p e r l e g e n d 
b a r s d e p i c t t h e s i n g l e - c e l l p r o f i l i n g m e t h o d b y s c R N A - s e q (n = 1 8 ) / s n R N A - s e q 
(n = 2 5 ) , s n A T A C - s e q (n = 8 ) a n d / o r s i n g l e - c e l l i n s i t u s e q u e n c i n g (n = 1 4 ) . T h e 
l o w e r r o w s p e c i f i e s t h e m e t h o d o f g e n e t i c c h a r a c t e r i z a t i o n . M o s t f r e q u e n t l y 
d e t e c t e d a n d p r e v i o u s l y r e p o r t e d c o - m u t a t i o n s a r e s h o w n i n t h e m i d d l e f o r 4 3 o f 
5 0 t u m o r s p r o f i l e d b y w h o l e o r t a r g e t e d e x o m e s e q u e n c i n g . C l i n i c o - a n a t o m i c a l 
c h a r a c t e r i s t i c s a r e s h o w n b y t h e b o t t o m l e g e n d b a r s , c, U M A P o f a l l c e l l s 
p r o f i l e d b y s c R N A - s e q / s n R N A - s e q . T h e c o l o r l e g e n d h i g h l i g h t s m a l i g n a n t , 

T o i d e n t i f y o t h e r m u t a t i o n s , w e p e r f o r m e d w h o l e o r t a r g e t e d 
e x o m e s e q u e n c i n g i n 4 3 o f 5 0 t u m o r s ( F i g . l b ) . R e c u r r e n t m u t a 
t i o n s i n TP53, P D C F R A a n d PIK3CA w e r e b r o a d l y o b s e r v e d a c r o s s a l l 
c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p s s t r a t i f i e d b y a g e a n d l o c a t i o n , w h i l e a l t e r a 
t i o n s i n H I S T 1 H 3 B a n d B R A F w e r e o n l y r a r e l y d e t e c t e d i n c h i l d h o o d 
t u m o r s , w h i c h i s i n l i n e w i t h p r e v i o u s r e p o r t s o f H 3 - K 2 7 M D M G s 1 , 5 , 8 , 3 1 , 3 2 . 

O v e r a l l , o u r c o h o r t c o v e r s a r e p r e s e n t a t i v e c l i n i c o - m o l e c u l a r 
r a n g e o f H 3 - K 2 7 M D M G s . I n t e r e s t i n g l y , w e d i d n o t d e t e c t s i g n i f i c a n t 
d i f f e r e n c e s i n c o - m u t a t i o n a l p r o f i l e s b e t w e e n d i f f e r e n t g r o u p s , a n d 
n e x t s e t o u t t o i n v e s t i g a t e n o n - g e n e t i c f e a t u r e s a n d h e t e r o g e n e i t y o f 
H 3 - K 2 7 M D M G s a c r o s s d i f f e r e n t s p a t i o t e m p o r a l c o n t e x t s . 

H3-K27M DMG cell composition across age and location 
W e a i m e d a t d e l i n e a t i n g a n d c o m p a r i n g t r a n s c r i p t i o n a l h e t e r o g e n e i t y 
w i t h i n o u r c o h o r t s t r a t i f i e d b y a g e a n d l o c a t i o n ( F i g . l c , d a n d E x t e n d e d 
D a t a F i g . l a - d ) . C o m p l e m e n t a r y a p p r o a c h e s a s s e s s i n g i n t e r - a n d i n t r a -
t u m o r a l h e t e r o g e n e i t y c o n c o r d a n t l y i d e n t i f i e d t u m o r c e l l s d i f f e r e n 
t i a l l y e x p r e s s i n g a c t i v e l y c y c l i n g , O P C - l i k e , ' a s t r o c y t e - l i k e ' ( A C - l i k e ) , 
' o l i g o d e n d r o c y t e - l i k e ' ( O C - l i k e ) a n d ' m e s e n c h y m a l - l i k e ' ( M E S - l i k e ) 
s i g n a t u r e s ( F i g . 2 a d . E x t e n d e d D a t a F i g . 2 a - g a n d S u p p l e m e n t a r y 
T a b l e 2 ) . O P C - l i k e c e l l s w e r e f u r t h e r r e s o l v e d i n t o t h r e e s u b p o p u l a -
t i o n s ( O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 ) ( F i g . 2 c , d a n d E x t e n d e d 
D a t a F i g . 2 b , c ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e M E S - l i k e s i g n a t u r e , w h i c h h a s 
b e e n d e s c r i b e d i n g l i o b l a s t o m a ( G B M ) 3 3 , 3 4 , h a s n o t b e e n i d e n t i f i e d 
i n H 3 - K 2 7 M D M G s b e f o r e , h i n t i n g a t u n i q u e p r o p e r t i e s u n c o v e r e d 
f r o m p r e v i o u s l y u n d e r s t u d i e d c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p s w i t h i n o u r 
e x t e n d e d c o h o r t . 

O P C - l i k e c e l l s w e r e u b i q u i t o u s l y p r e s e n t i n a l l t u m o r s i n d e p e n d e n t 
o f a g e o r l o c a t i o n ( F i g . 2 a , d a n d E x t e n d e d D a t a F i g . 2 e , f ) . I n t e r e s t i n g l y , 
e v e n i n t h i s e x p a n d e d c o h o r t , w e d i d n o t d e t e c t a n y n e u r o n a l l i n e a g e 
t u m o r c e l l s , p l a c i n g t h i s i n c o n t r a s t t o a l l o t h e r h i g h - g r a d e g l i o m a t y p e s 
a n d i s o c i t r a t e d e h y d r o g e n a s e ( I D H ) - m u t a n t g l i o m a 3 3 , 3 S 3 7. T o i n v e s t i g a t e 
w h e t h e r t h i s m a y b e a p h e n o m e n o n s p e c i f i c t o t h e m i d l i n e l o c a t i o n , 
w e s i n g l e - c e l l p r o f i l e d t w o l o c a t i o n - a n d a g e - m a t c h e d I D H - m u t a n t 
m i d l i n e g l i o m a s ( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 1 ) , r e v e a l i n g t h a t n e u r o n a l 
l i n e a g e p r o g r a m s a r e p r e s e n t w i t h i n r a r e m i d l i n e I D H - m u t a n t t u m o r s 
( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 h ) . H e n c e , t h i s c o m p a r i s o n o f p r i m a r y g l i o m a s o f 
t h e s a m e l o c a t i o n a n d a g e g r o u p s , b u t d i f f e r e n t g e n o t y p e s , s u p p o r t s 
a d i r e c t c e l l - i n t r i n s i c e f f e c t o f t h e K 2 7 M m u t a t i o n t o s k e w t u m o r c e l l s 
t o w a r d a g l i a l / O P C - l i k e i n s t e a d o f a n e u r o n - l i k e i d e n t i t y . 

W e n e x t r e c o n s t r u c t e d n e t w o r k s o f a c t i v e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s 
( T F s ) a n d t h e i r d o w n s t r e a m g e n e t a r g e t s ( g e n e r e g u l a t o r y n e t w o r k s 
( G R N s ) ) ( F i g . 2 e a n d S u p p l e m e n t a r y T a b l e 3 ) b y s i n g l e - c e l l r e g u l a t o r y 
n e t w o r k i n f e r e n c e a n d a n a l y s i s ( S C E N I C ) 3 8 . W e i n d e e d f o u n d k e y G R N s 
k n o w n f r o m n o r m a l g l i a l s p e c i f i c a t i o n ( f o r e x a m p l e . S O X l O i n O P C - l i k e 
c e l l s , T F E B i n O C - l i k e c e l l s , S O X 9 i n A C - l i k e c e l l s ) t o b e l i k e w i s e a c t i v e i n 
r e s p e c t i v e H 3 - K 2 7 M D M G t u m o r c e l l c o u n t e r p a r t s , h i g h l i g h t i n g p a r a l 
l e l s b e t w e e n n o r m a l d e v e l o p m e n t a l a n d g l i o m a c e l l f a t e d e t e r m i n a t i o n . 
M o r e o v e r , w e i d e n t i f y G R N s ( f o r e x a m p l e , G L I 2 a n d N F A T C 4 ) t h a t h a v e 
n o t y e t b e e n i m p l i c a t e d i n n o r m a l d e v e l o p m e n t a n d m a y h e n c e p r e s e n t 
g l i o m a - s p e c i f i c r e g u l a t o r y a b e r r a t i o n s . 

W e n e x t c o m p a r e d c e l l u l a r c o m p o s i t i o n s a c r o s s t u m o r l o c a t i o n s 
a n d a g e g r o u p s ( F i g . 2 f , g a n d E x t e n d e d D a t a F i g . 2 i , j ) . I n t e r e s t i n g l y , 
t h e M E S - l i k e m e t a p r o g r a m w a s s u b s t a n t i a l l y e n r i c h e d i n a d u l t t u m o r s 
( F i g . 2 f ) , w h i c h p e r s i s t e d w h e n w e c o n t r o l l e d f o r l o c a t i o n a s a p o t e n t i a l 

t y p e s o f n o n m a l i g n a n t c e l l s d e t e c t e d b a s e d o n c l u s t e r i n g , c o p y n u m b e r p r o f i l e s 
a n d e x p r e s s i o n o f c a n o n i c a l m a r k e r g e n e s . F o r t h i s v i s u a l i z a t i o n , s c R N A - s e q / 
s n R N A - s e q d a t a w e r e i n t e g r a t e d b y t h e H a r m o n y a l g o r i t h m , w h i l e d o w n s t r e a m 
a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d s e p a r a t e l y o n s c R N A - s e q a n d s n R N A - s e q d a t a t o 
c o n t r o l f o r t e c h n i c a l b i a s e s , d. C o p y n u m b e r a l t e r a t i o n ( C N A ) p r o f i l e s i n f e r r e d 
f r o m s c R N A - s e q / s n R N A - s e q d a t a . C e l l s a r e o r d e r e d b y t h e i r o r i g i n a l t u m o r s a s 
r o w s a n d a r e c l u s t e r e d b y t h e i r p a t t e r n o f C N A s a c r o s s c h r o m o s o m a l l o c a t i o n s 
( c o l u m n s ) . R e p r e s e n t a t i v e f r e s h s p i k e - i n n o n m a l i g n a n t c e l l s l a c k i n g C N A s a r e 
s h o w n o n t o p . 
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c o n f o u n d i n g f a c t o r ( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 i ) . T h i s w a s v a l i d a t e d b y 
R N A i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( F i g . 2 h ) . E x c e p t f o r o n e N F l - m u t a t e d p e d i 
a t r i c t u m o r ( F i g . l b ) , w h i c h w a s a s s o c i a t e d w i t h a s t r o n g e r M E S - l i k e 

s i g n a t u r e a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d 3 3 3 9 , w e d i d n o t d e t e c t a n y a d d i t i o n a l 
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n o n - g e n e t i c d e t e r m i n a n t s m a y u n d e r l i e t h e o b s e r v e d a g e - s p e c i f i c i t y . 
A s s u c h , t h i s a g e - r e l a t e d d i f f e r e n c e p o i n t s t o w a r d t h e e m e r g i n g r o l e 
o f t h e t u m o r m i c r o e n v i r o n m e n t i n s h a p i n g t h e M E S - l i k e s i g n a t u r e , a s 
h a s b e e n i l l u s t r a t e d i n r e c e n t s t u d i e s 2 7 , 2 8 , 4 0 . 

T o g e t h e r , w e d e m o n s t r a t e t h a t H 3 - K 2 7 M D M G s a r e b i a s e d t o w a r d 
a n O P C - l i k e c e l l i d e n t i t y i n d e p e n d e n t o f a g e o r m i d l i n e l o c a t i o n , w h i c h 
s u g g e s t s c e l l - i n t r i n s i c e f f e c t s o f t h e K 2 7 M o n c o h i s t o n e m u t a t i o n i t s e l f 
r a t h e r t h a n e n v i r o n m e n t a l d e t e r m i n a n t s t o u n d e r l i e t h i s c e l l u l a r s t a t e . 
C o n t r a s t i n g l y , a n a s s o c i a t i o n w i t h a g e i s o b s e r v e d f o r t h e M E S - l i k e s i g 
n a t u r e ( F i g . 2 i ) , p o t e n t i a l l y l i n k i n g t h i s c e l l u l a r s t a t e t o c e l l - e x t r i n s i c / 
e n v i r o n m e n t a l d r i v e r s . 

Location specificity of OPC-like subpopulations 
W e n e x t e x a m i n e d t h e t h r e e O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s u n i q u e l y d e t e c t e d 
i n o u r e x t e n d e d s c R N A - s e q d a t a s e t , t e r m e d O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 
a n d O P C - l i k e - 3 ( F i g s . 2 c , d a n d 3 a ) . W h i l e a l l O P C - l i k e s u b p o p u l a 
t i o n s w e r e d e f i n e d b y h i g h e x p r e s s i o n o f c a n o n i c a l O P C m a r k e r s ( f o r 
e x a m p l e , P D G F R A , S 0 X 1 0 a n d 0LIG1/2), t h e s e m a r k e r s t o g e t h e r w i t h 
o t h e r k n o w n m a r k e r g e n e s o f c o m m i t t e d O P C s ( f o r e x a m p l e , CSPG4, 
G P R 1 7 a n d EPN2) w e r e m o s t h i g h l y e x p r e s s e d b y O P C - l i k e - 1 c e l l s 
( F i g . 3 a - c ) 4 1 , 4 2 . I n c o n t r a s t , O P C - l i k e - 2 a n d - 3 c e l l s d e p i c t e d 
h i g h e r e x p r e s s i o n o f m a r k e r g e n e s l i n k e d t o m o r e i m m a t u r e o l i g o 
d e n d r o c y t e p r e c u r s o r s o f t h e d e v e l o p i n g b r a i n , a l s o t e r m e d 
p r e - O P C s - a s t a t e o f o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e d i f f e r e n t i a t i o n b e t w e e n 
l e s s d i f f e r e n t i a t e d n e u r a l s t e m c e l l a n d m o r e d i f f e r e n t i a t e d O P C 
( f o r e x a m p l e , ASCL1, HES6, BTG2, D L L 1 a n d EGFR) ( F i g . 3 c ) 4 1 4 3 . A d d i 
t i o n a l l y , O P C - l i k e - 2 c e l l s h i g h l y e x p r e s s e d g e n e s e n c o d i n g r i b o s o -
m a l p r o t e i n s ( f o r e x a m p l e , R P L 1 7 a n d R P S 1 8 ) , a n d O P C - l i k e - 3 c e l l s 
e x h i b i t e d h i g h e r e x p r e s s i o n o f i m m e d i a t e e a r l y r e s p o n s e g e n e s 
( f o r e x a m p l e J L W B a n d E G R 1 ) ( F i g . 3 a ) , w h i c h h a v e b e e n p r e v i o u s l y 
d e s c r i b e d a s m a r k e r s o f d i f f e r e n t n o r m a l ( p r e - ) O P C s u b p o p u l a t i o n s 4 4 , 4 5 . 
W h e n w e p r o j e c t e d t h e s e O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s o n t o s c R N A - s e q 
a t l a s e s o f t h e h u m a n t e l e n c e p h a l o n a n d m o u s e c o r t e x 4 1 , 4 3 , 4 6 , t h e 
O P C - l i k e - 1 s u b p o p u l a t i o n i n d e e d m a p p e d t o c o m m i t t e d / m a t u r i n g 
O P C s , w h e r e a s O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 c e l l s w e r e m o r e s i m i l a r t o 
p r e - O P C s ( F i g . 3 d f a n d E x t e n d e d D a t a F i g . 3 a - c ) . C o m p a r i s o n w i t h 
c e l l p o p u l a t i o n s f r o m o t h e r g l i o m a t y p e s a n d t r a j e c t o r y a n a l y s e s 
( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 c ; 3 d , e ) a l s o p o i n t e d t o w a r d a m o r e i m m a t u r e 
s t a t e o f O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 c e l l s , a n d s t r o n g e r l i n e a g e c o m m i t 
m e n t o f O P C - l i k e - 1 c e l l s . 

A n a l y s i s o f O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n - s p e c i f i c G R N s u s i n g o u r 
s c R N A - s e q d a t a s e t i d e n t i f i e d T F s s u c h a s S H 0 X 2 a n d 0 T X 2 t o b e m o s t 
s p e c i f i c a l l y a c t i v e i n O P C - l i k e - l c e l l s ( F i g . 3 g a n d S u p p l e m e n t a r y T a b l e 3 ) . 
G R N s s p e c i f i c t o O P C - l i k e - 2 c e l l s i n c l u d e d N o t c h s i g n a l i n g r e g u l a t o r 
H E S 6 a s w e l l a s m u l t i p l e p a t t e r n i n g T F s o f t h e H O X f a m i l y , a n d C R N c h a r 
a c t e r i s t i c s o f O P C - l i k e - 3 c e l l s w e r e l i n k e d t o t h e A P - 1 T F f a m i l y ( F i g . 3 g ) . 
O f n o t e , H O X p a t t e r n i n g T F s h a v e b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e e x p r e s s e d 
i n m i c e e m b r y o n a l p r e - O P C s w h i l e b e i n g d o w n r e g u l a t e d i n p o s t n a t a l 
O P C s 4 4 . M o r e o v e r , i m m e d i a t e e a r l y r e s p o n s e r e g u l a t o r s h a v e b e e n 
i m p l i c a t e d a s s p e c i f i c t o h u m a n p r e - O P C s c o m p a r e d t o c o m m i t t e d 

O P C s 4 5 , f u r t h e r h i n t i n g a t a m o r e i m m a t u r e a n d p r e - O P C - l i k e s t a t e o f 
D M G O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 c e l l s . 

W e n e x t c o m p a r e d p r o p o r t i o n s o f t h e s e O P C - l i k e s u b p o p u l a 
t i o n s a c r o s s o u r s p a t i o t e m p o r a l l y s t r a t i f i e d c o h o r t a n d o b s e r v e d a 
r e m a r k a b l e e n r i c h m e n t o f p r e - O P C - l i k e ( O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 ) 
c e l l s i n p o n t i n e c o m p a r e d t o t h a l a m i c t u m o r s . C o n v e r s e l y , O P C - l i k e - 1 
c e l l s w e r e e n r i c h e d i n t h a l a m i c t u m o r s ( F i g . 3 h ) . T h e s e d i f f e r e n c e s 
r e m a i n e d w h e n s t r a t i f y i n g f o r a g e g r o u p s a s p o t e n t i a l c o n f o u n d e r s 
( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 j ) . 

T h e r e f o r e , w e i d e n t i f y t u m o r l o c a t i o n a s a c o n t e x t u a l d e t e r m i n a n t 
o f O P C - l i k e s t a t e s , w i t h i m m a t u r e p r e - O P C - l i k e p r o g e n i t o r s e n r i c h e d 
i n p o n t i n e , a n d m o r e c o m m i t t e d O P C - l i k e c e l l s e n r i c h e d i n t h a l a m i c 
t u m o r s . 

The open chromatin landscape of H3-K27M DMG cell 
populations 
T o r e s o l v e h o w H 3 - K 2 7 M D M G c e l l u l a r h e t e r o g e n e i t y i s g o v e r n e d a t 
t h e c h r o m a t i n l e v e l , w e p r o b e d s i n g l e - n u c l e u s a c c e s s i b l e c h r o m a t i n 
p r o f i l e s b y s n A T A C - s e q o f e i g h t t u m o r s c o m p l e m e n t i n g t h e i r s i n g l e - c e l l 
t r a n s c r i p t o m e s . D e n o v o a n n o t a t i o n o f m a l i g n a n t c e l l c l u s t e r s p r o v e d 
l a r g e l y c o n c o r d a n t w i t h s c R N A - s e q - d e r i v e d c e l l p o p u l a t i o n s a n d 
i n c l u d e d a n a d d i t i o n a l g r o u p o f A C - l i k e ( A C - l i k e - a l t e r n a t i v e ) c e l l s w i t h 
i n c r e a s e d g e n e a c t i v i t y s c o r e s f o r s y n a p t i c m a r k e r g e n e s ( f o r e x a m p l e , 
G A B B R 2 , GR1A1 a n d CAMK2B) ( F i g . 4 a , b , E x t e n d e d D a t a F i g . 4 a - f a n d 
S u p p l e m e n t a r y T a b l e 4 ; S u p p l e m e n t a r y N o t e ) . C r o s s - m o d a l i t y i n t e g r a 
t i o n w i t h s c R N A - s e q d a t a f u r t h e r d e m o n s t r a t e d o v e r a l l c o n g r u e n c e 
b e t w e e n c h r o m a t i n - a n d t r a n s c r i p t o m e - d e f i n e d c e l l s t a t e s ( E x t e n d e d 
D a t a F i g . 4 g ) . N o t a b l y , t h i s a l s o r e v e a l e d d i s t i n c t c l u s t e r s o f O P C - l i k e - 1 , 
0 P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 c e l l s i n s n A T A C - s e q s p a c e ( E x t e n d e d D a t a F i g . 
4 h ) . C o n c o r d a n t w i t h o u r s c R N A - s e q f i n d i n g s , 0 P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 
c e l l s a l s o e x h i b i t e d s i m i l a r i t i e s w i t h p r e - O P C s a t o p e n c h r o m a t i n l e v e l , 
w h e r e a s O P C - l i k e - 1 c e l l s d e p i c t e d h i g h e r c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y f o r 
g e n e s a l s o d e s c r i b e d i n h e a l t h y c o m m i t t e d O P C s 4 5 ( E x t e n d e d D a t a 
F i g . 4 h - j ) . T h u s , o u r f i n d i n g o f d i f f e r e n t O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s i s 
r e p r e s e n t e d a t b o t h t r a n s c r i p t o m e a n d a c c e s s i b l e c h r o m a t i n l e v e l s . 

A s s n A T A C - s e q r e s o l v e s g e n e - d i s t a l a n d i n t r a g e n i c a c c e s s i b l e 
c h r o m a t i n r e g i o n s c o n t a i n i n g p o t e n t i a l c / s - r e g u l a t o r y D N A e l e m e n t s 
( C R E s ) t h a t u n d e r l i e g e n e e x p r e s s i o n , w e n e x t i n f e r r e d p u t a t i v e 
C R E s i n t e g r a t i n g s n A T A C - s e q a n d s c R N A - s e q m o d a l i t i e s . B y c o r r e 
l a t i n g s n A T A C - s e q - d e r i v e d a c c e s s i b l e c h r o m a t i n r e g i o n s / p e a k s t o 
s c R N A - s e q m e a s u r e d e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e i r n e a r e s t a s s o c i a t e d 
g e n e ( F i g . 4 c ) 4 7 , 4 8 , w e i d e n t i f i e d 1 3 , 6 3 2 p o t e n t i a l p e a k - g e n e l i n k s o f 
C R E s a n d t h e i r t a r g e t g e n e s ( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 4 a n d E x t e n d e d 
D a t a F i g . 4 k ) . A m o n g t h e s e , 2 8 7 g e n e s e x h i b i t e d m o r e t h a n e i g h t ( t o p 
5 % ) l i n k e d C R E s , d e n o t i n g h i g h r e g u l a t o r y l o c u s c o m p l e x i t y t h a t h a s 
b e e n d e s c r i b e d a s ' p r e d i c t i v e ' c h r o m a t i n a n d t h e r e b y a d e t e r m i n a n t o f 
k e y l i n e a g e m a r k e r g e n e s ( F i g . 4 d , e ) 4 7 , 4 8 . W e i d e n t i f i e d a h i g h e r n u m b e r 
o f g e n e s l i n k e d w i t h p r e d i c t i v e c h r o m a t i n ( t e r m e d ' G P C s ' ) s p e c i f i c t o 
O P C / O C - l i k e a s c o m p a r e d t o A C - l i k e / M E S - l i k e c e l l s , i n d i c a t i n g h i g h l y 
c o o p e r a t i v e r e g u l a t i o n o f t h e o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e p e r v a s i v e l y 

Fig. 21 Intratumoral t ranscr ipt ional heterogeneity of H3-K27M DMGs. a, 
U M A P o f a l l f r e s h t u m o r c e l l s , h i g h l i g h t i n g i d e n t i f i e d c l u s t e r s , b. M a r k e r g e n e s 
( y a x i s ) o f i d e n t i f i e d f r e s h t u m o r c e l l c l u s t e r s , g r o u p e d a n d a n n o t a t e d o n t h e x 
a x i s . D o t s i z e s r e p r e s e n t t h e p e r c e n t a g e o f c e l l s e x p r e s s i n g t h e g e n e i n t h e g i v e n 
c l u s t e r , a n d t h e c o l o r s c a l e s h o w s s c a l e d a v e r a g e r e l a t i v e e x p r e s s i o n , c, H e a t m a p 
r e p r e s e n t i n g t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n ( c o l o r b a r ) o f t h e t o p 3 0 m a r k e r g e n e s 
( r o w s ) f o r t h e t u m o r m e t a p r o g r a m s i d e n t i f i e d b y N M F a c r o s s a l l f r e s h t u m o r c e l l s 
( c o l u m n s ) , d, P r o p o r t i o n s ( y a x i s ) o f f r e s h t u m o r - d e r i v e d N M F m e t a p r o g r a m s 
( c o l o r l e g e n d ) i n t u m o r c e l l s f o r e a c h f r e s h s a m p l e ( x a x i s ) . e. C e l l t y p e - s p e c i f i c 
T F r e g u l a t o r y n e t w o r k s ( r e g u l o n , x a x i s ) d e r i v e d b y S C E N I C , p l o t t e d a g a i n s t 
t h e i r n o r m a l i z e d s p e c i f i c i t y s c o r e ( y a x i s ) , f, B o x p l o t s r e p r e s e n t i n g r e l a t i v e 
f r e q u e n c i e s o f m e t a p r o g r a m s i n a l l f r e s h a n d f r o z e n t u m o r s i n a d u l t (n = 1 0 ) 
v e r s u s p e d i a t r i c (n = 2 3 ) a g e g r o u p s . T h e m e d i a n i s m a r k e d b y t h e t h i c k l i n e 
w i t h i n t h e b o x p l o t , t h e f i r s t a n d t h i r d q u a r t i l e s b y t h e u p p e r a n d l o w e r l i m i t s , a n d 

t h e 1 .5 t i m e s i n t e r q u a r t i l e r a n g e b y t h e w h i s k e r s . T h r e e a s t e r i s k s d e n o t e c r e d i b l e 
s t a t i s t i c a l c h a n g e s a s a s s e s s e d b y a B a y e s i a n s c C O D A m o d e l w i t h F D R < 0 . 0 5 a n d 
w i t h o u t m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n s , g, B o x p l o t s r e p r e s e n t i n g r e l a t i v e f r e q u e n c i e s 
o f m e t a p r o g r a m s i n a l l f r e s h a n d f r o z e n t u m o r s g r o u p e d b y p o n t i n e (n = 1 9 ) 
v e r s u s t h a l a m i c (n = 1 4 ) l o c a t i o n s . T h e m e d i a n i s m a r k e d b y t h e t h i c k l i n e w i t h i n 
t h e b o x p l o t , t h e f i r s t a n d t h i r d q u a r t i l e s b y t h e u p p e r a n d l o w e r l i m i t s , a n d t h e 
1.5 t i m e s i n t e r q u a r t i l e r a n g e b y t h e w h i s k e r s . T h r e e a s t e r i s k s d e n o t e c r e d i b l e 
s t a t i s t i c a l c h a n g e s a s a s s e s s e d b y a B a y e s i a n s c C O D A m o d e l w i t h F D R < 0 . 0 5 
a n d w i t h o u t m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n s , h, R N A i n s i t u h y b r i d i z a t i o n f o r M E S - l i k e 
(CD44) a n d m a c r o p h a g e (CD14) m a r k e r s i n t w o a d u l t a n d t w o p e d i a t r i c H 3 - K 2 7 M 
D M G s . T w o t o t h r e e s l i d e s w e r e s t a i n e d f o r e a c h s a m p l e w i t h 1 0 - 1 5 f i e l d s o f v i e w 
t a k e n p e r s l i d e , i, T w o - d i m e n s i o n a l r e p r e s e n t a t i o n s o f t h e O C - l i k e v e r s u s A C - l i k e 
( x a x i s ) a n d O P C - l i k e ( y a x i s ) s c o r e s f o r a d u l t a n d p e d i a t r i c H 3 - K 2 7 M D M G s , 
r e s p e c t i v e l y . 

Nature Genetics | Volume 541 December 202211881-1894 1 8 8 4 

https://doi.org/10.1038/s41588-022-01236-3


Article https://doi.org/10.1038/s41588-022-01236-3 

u n d e r l y i n g H 3 - K 2 7 M D M G s ( F i g . 4 e ; M e t h o d s ) . B e c a u s e l a r g e g r o u p s o f 
C R E s a r e r e l a t e d t o t h e c o n c e p t o f ' s u p e r - e n h a n c e r s ' 4 7 , 4 8 , w e o v e r l a y e d 
o u r c a n d i d a t e G P C s w i t h H 3 - K 2 7 a c C h l P - s e q d e r i v e d s u p e r - e n h a n c e r 
p r o f i l e s o f H 3 - K 2 7 M p r i m a r y t u m o r s 1 9 . T h i s d e m o n s t r a t e d a s i g n i f i c a n t 
o v e r l a p o f G P C s w i t h H 3 - K 2 7 M D M G s u p e r - e n h a n c e r r e g u l a t e d g e n e s 
( F i g . 4 f ) , a n d f u r t h e r p o i n t s t o w a r d a k e y r o l e o f t h e s e m u l t i m o d a l l y 
d e r i v e d m a r k e r g e n e s i n o r c h e s t r a t i n g H 3 - K 2 7 M t u m o r c e l l i d e n t i t i e s . 

W e n e x t s o u g h t t o r e c o n s t r u c t a n d r e f i n e i n t e r d e p e n d e n t c i r 
c u i t s o f g e n e r e g u l a t i o n b y i n t e g r a t i n g e x p r e s s i o n s a n d a c t i v i t i e s o f 
T F s i n f e r r e d f r o m s c R N A - s e q a n d e n r i c h m e n t o f T F b i n d i n g m o t i f s i n 
C R E s d e r i v e d f r o m s n A T A C - s e q ( M e t h o d s ) . W e i d e n t i f i e d 6 5 p u t a t i v e 
c e l l s t a t e - s p e c i f i c T F s t h a t o u r a n a l y s i s i n d i c a t e d t o b e ( 1 ) e x p r e s s e d 
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Fig. 3 1 Region-specific states of OPC-like cel ls, a, H e a t m a p r e p r e s e n t i n g 
t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n ( c o l o r s c a l e ) o f t h e t o p 3 0 m a r k e r g e n e s ( r o w s ) f o r t h e 
d i f f e r e n t O P C m e t a p r o g r a m s a c r o s s a l l f r e s h t u m o r c e l l s ( c o l u m n s ) , b. V i o l i n 
p l o t s d e p i c t i n g l o g n o r m a l i z e d a b s o l u t e e x p r e s s i o n s o f c a n o n i c a l O P C m a r k e r 
g e n e s i n O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 s u b p o p u l a t i o n s . E x p r e s s i o n s i n 
A C - l i k e c e l l s ( o r a n g e ) a r e s h o w n f o r c o m p a r i s o n , c, H e a t m a p r e p r e s e n t i n g t h e 
r e l a t i v e e x p r e s s i o n ( c o l o r s c a l e ) o f c a n o n i c a l p r e - O P C a n d O P C m a r k e r g e n e s 
( r o w s ) i n t u m o r O P C - l i k e - 3 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 1 p o p u l a t i o n s ( c o l u m n s ) , 
d. P r o j e c t i o n o f O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 p o p u l a t i o n s ( x a x i s ) 
o n t o n o r m a l p r e - O P C a n d O P C ( y a x i s ) f r o m a s c R N A - s e q d a t a s e t o f t h e h u m a n 
h i p p o c a m p u s 4 6 . C o l o r s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n s c o r e s o f n o r m a l c e l l s i g n a t u r e s 
i n t u m o r c e l l s , w h i l e d o t s i z e s d e p i c t e x p r e s s i o n s c o r e s o f t u m o r c e l l s i g n a t u r e s i n 
n o r m a l c e l l s , e, P r o j e c t i o n o f O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 p o p u l a t i o n s 
( x a x i s ) o n t o n o r m a l p r e - O P C , O P C a n d O A P C ( H O P X ' S P A R C L l * g l i a l p r o g e n i t o r 

c e l l ) ( y a x i s ) f r o m a s c R N A - s e q d a t a s e t o f t h e h u m a n d e v e l o p i n g c o r t e x 4 1 . C o l o r 
s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n s c o r e s o f n o r m a l c e l l s i g n a t u r e s i n t u m o r c e l l s , w h i l e 
d o t s i z e s d e p i c t e x p r e s s i o n s c o r e s o f t u m o r c e l l s i g n a t u r e s i n n o r m a l c e l l s , f, 
P r o j e c t i o n o f O P C - l i k e - 1 , O P C - l i k e - 2 a n d O P C - l i k e - 3 p o p u l a t i o n s ( x a x i s ) o n t o 
d i f f e r e n t n o r m a l O P C s o f v a r y i n g m a t u r a t i o n s t a g e s (y a x i s ) f r o m a s c R N A - s e q 
d a t a s e t o f t h e n e o n a t a l m o u s e c o r t e x 4 3 . C o l o r s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n s c o r e s o f 
n o r m a l c e l l s i g n a t u r e s i n t u m o r c e l l s , w h i l e d o t s i z e s d e p i c t e x p r e s s i o n s c o r e s o f 
t u m o r c e l l s i g n a t u r e s i n n o r m a l c e l l s , g, T F r e g u l a t o r y n e t w o r k s ( r e g u l o n , x a x i s ) 
d e r i v e d b y S C E N I C f o r e a c h t u m o r O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n , p l o t t e d a g a i n s t t h e i r 
n o r m a l i z e d s p e c i f i c i t y s c o r e (y a x i s ) , h, D o t p l o t s r e p r e s e n t i n g t h e d i s t r i b u t i o n 
( m e a n ±2 x s . e . m . ) o f t h e p r o p o r t i o n s o f d i f f e r e n t O P C - l i k e t u m o r s t a t e s a c r o s s 
a l l f r e s h t u m o r s g r o u p e d b y p o n t i n e (n = 1 1 ) a n d t h a l a m i c (n = 6 ) l o c a t i o n s . T h r e e 
a s t e r i s k s d e n o t e c r e d i b l e s t a t i s t i c a l c h a n g e s a s a s s e s s e d b y a B a y e s i a n s c C O D A 
m o d e l , w i t h F D R < 0 . 0 5 a n d w i t h o u t m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n s . 
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g e n e s i n a c e l l - t y p e - s p e c i f i c m a n n e r ( F i g . 4 g ) . M o r e o v e r , w e e x a m i n e d 
w h i c h T F s p o t e n t i a l l y r e g u l a t e G P C s , f o c u s i n g o n T F s p r e d i c t e d t o 
r e g u l a t e e x p r e s s i o n s o f G P C s a n d h a v i n g b i n d i n g s i t e s d e t e c t e d w i t h i n 
G P C - l i n k e d C R E s . F o r e x a m p l e , t h e O P C - l i k e m a r k e r g e n e SEZ6L i s d i f 
f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d a n d a c c e s s i b l e i n O P C - l i k e c e l l s , a n d i s l i n k e d t o 
1 6 C R E s c o n t a i n i n g T F b i n d i n g s i t e s o f S 0 X 8 , w h i c h i s a g a i n p r e d i c t e d 
t o b e d i f f e r e n t i a l l y a c t i v e i n O P C - l i k e c e l l s ( F i g . 4 h ) . W e d e s c r i b e t h e 
s a m e i n t e r d e p e n d e n c i e s b e t w e e n g e n e e x p r e s s i o n , c h r o m a t i n a c c e s 
s i b i l i t y a n d e n r i c h m e n t o f c e l l s t a t e - s p e c i f i c T F s i n C R E s f o r G P C s o f a l l 
t u m o r c e l l s t a t e s , s u c h a s f o r A C - l i k e m a r k e r g e n e I T P K B ( F i g . 4 i ) , w h i c h 
i s l i n k e d t o 1 1 C R E s t h a t h a r b o r T F b i n d i n g s i t e s f o r S 0 X 9 , N F A T C 4 a n d 
R F X 3 , w h o s e r e g u l o n s a r e p r e d i c t e d t o g o v e r n t h e e x p r e s s i o n o f ITPKB. 
T o g e t h e r , o u r d a t a f u r t h e r c o r r o b o r a t e t h e c l o s e l y i n t e r w o v e n a n d 
c e l l s t a t e - s p e c i f i c l o o p s o f c h r o m a t i n r e g u l a t i o n a n d g e n e e x p r e s s i o n 
i d e n t i f i e d a t m u l t i p l e l e v e l s . 

I n s u m m a r y , w e s h o w t h a t s i n g l e - c e l l c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y 
i n d e p e n d e n t l y r e c a p i t u l a t e s t h e m a i n c e l l u l a r l i n e a g e s i d e n t i f i e d i n 
c o r r e s p o n d i n g s i n g l e - c e l l t r a n s c r i p t o m e s o f H 3 - K 2 7 M D M G t u m o r s . 
O u r m u l t i m o d a l a n a l y s i s r e v e a l s p u t a t i v e c e l l s t a t e - s p e c i f i c C R E s a s 
b u i l d i n g b l o c k s o f l a r g e r G P C - a s s o c i a t e d r e g u l a t o r y c o m p l e x e s . T h e s e 
G P C s a r e e n r i c h e d i n O P C - l i k e / O C - l i k e c e l l s , r e i n f o r c i n g t h e c e n t r a l r o l e 
o f t h e o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e i n H 3 - K 2 7 M D M G s . T h e s e r e s u l t s c a n b e 
l e v e r a g e d t o m o r e d e e p l y i n v e s t i g a t e s e l e c t k e y i n t r i n s i c r e g u l a t o r s o f 
H 3 - K 2 7 M D M G c e l l i d e n t i t i e s . 

The age-specific myeloid cell landscape in H3-K27M DMGs 
V a r i o u s c e l l u l a r a n d s t r u c t u r a l c o m p o n e n t s c o n s t i t u t e t h e g l i o m a 
m i c r o e n v i r o n m e n t a n d e x t r i n s i c a l l y i n f l u e n c e g l i o m a c e l l i d e n t i t i e s 4 9 5 0 . 
I t r e m a i n s t o b e e l u c i d a t e d w h e t h e r t h e s e c o m p o n e n t s a r e c h a r a c t e r 
i s t i c o f t h e i r r e s p e c t i v e l o c a t i o n o r a g e - r e l a t e d b r a i n e n v i r o n m e n t s . 
H e r e o u r a g e - a n d l o c a t i o n - s t r a t i f i e d H 3 - K 2 7 M g l i o m a c o h o r t u n i q u e l y 
l e n d s i t s e l f t o d i s s e c t i n g s u c h c o n t e x t - s p e c i f i c d i f f e r e n c e s l a r g e l y i n d e 
p e n d e n t o f t u m o r s u b t y p e a n d g e n e t i c d r i v e r s . B e c a u s e g l i o m a - o r 
t u m o r - a s s o c i a t e d m y e l o i d c e l l s ( G A M s / T A M s ) p r e s e n t e d t h e l a r g e s t 
p r o p o r t i o n o f n o n m a l i g n a n t c e l l s w i t h i n o u r s c R N A - s e q d a t a s e t ( F i g . l c ) , 
w e f o c u s e d o n c h a r a c t e r i z i n g a n d c o m p a r i n g t h i s m i c r o e n v i r o n m e n t a l 
c o m p o n e n t a c r o s s o u r c l i n i c o - a n a t o m i c a l p a t i e n t g r o u p s . 

W e c l a s s i f i e d T A M s i n t o b r a i n - r e s i d e n t m i c r o g l i a o r 
m o n o c y t e - d e r i v e d m a c r o p h a g e s u s i n g r e p o r t e d s e t s o f c a n o n i c a l 
m a r k e r g e n e s 3 5 ( F i g . 5 a - c ) . O v e r a l l T A M p r o p o r t i o n s w e r e n o t d i f f e r e n t 
b e t w e e n a d u l t a n d p e d i a t r i c s a m p l e s ( E x t e n d e d D a t a F i g . S a ) . H o w e v e r , 
c o m p a r i s o n o f m i c r o g l i a v e r s u s m a c r o p h a g e p r o p o r t i o n s a c r o s s a g e 
g r o u p s r e v e a l e d a h i g h e r r a t e o f m i c r o g l i a i n p e d i a t r i c D M G s , w h i l e 
a d u l t D M G s c o n t a i n e d h i g h e r r a t e s o f m a c r o p h a g e s ( F i g . S d ) . T u m o r 
l o c a t i o n d i d n o t s e e m t o i n f l u e n c e t h e s e p r o p o r t i o n s ( E x t e n d e d D a t a 
F i g . 5 b ) . 

M o u n t i n g e v i d e n c e s u g g e s t s a c a u s a l r o l e o f T A M s i n e s t a b l i s h i n g 
a m e s e n c h y m a l c e l l s t a t e i n G B M t h r o u g h T A M - s e c r e t e d l i g a n d s b i n d 
i n g t o r e c e p t o r s o n g l i o m a c e l l s , s u c h a s b e t w e e n l i g a n d - r e c e p t o r p a i r 
O S M - O S M R , o r v i a c h e m o k i n e s i g n a l i n g 2 7 , 2 8 , 4 0 , 5 1 . G i v e n t h e s i g n i f i c a n t 
e n r i c h m e n t o f M E S - l i k e c e l l s i n a d u l t s c o m p a r e d t o p e d i a t r i c H 3 - K 2 7 M 

Fig. 41 Character ist ic chromat in profiles of H3-K27M DMG cell populat ions. 
a, U M A P o f a l l s n A T A C - s e q d e r i v e d t u m o r n u c l e i a f t e r b a t c h e f f e c t c o r r e c t i o n , 
h i g h l i g h t i n g d e n o v o a s s i g n e d c l u s t e r s , b, D o t p l o t r e p r e s e n t a t i o n o f t o p m a r k e r 
g e n e s w i t h d i f f e r e n t i a l g e n e a c t i v i t i e s ( c o l o r s c a l e ) a n d p r o p o r t i o n o f n u c l e i 
a c c e s s i b l e ( d o t s i z e ) w i t h i n s n A T A C - s e q d e r i v e d c e l l s t a t e s , c, H e a t m a p s h o w i n g 
n o r m a l i z e d c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y a n d g e n e e x p r e s s i o n s o f 1 3 , 6 3 2 s u b s t a n t i a l l y 
l i n k e d C R E - g e n e p a i r s ( l e f t r o w s , c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y ; r i g h t r o w s , l i n k e d 
g e n e e x p r e s s i o n s ) . R o w s w e r e c l u s t e r e d u s i n g h i e r a r c h i c a l c l u s t e r i n g . F o r 
v i s u a l i z a t i o n , 5 , 0 0 0 r o w s w e r e r a n d o m l y s e l e c t e d , d, B a r p l o t r e p r e s e n t i n g 
d i s t r i b u t i o n o f n u m b e r s o f l i n k e d C R E s p e r g e n e . R e d d a s h e d l i n e d e n o t e s t h e 
t o p 5 % t h r e s h o l d o f n u m b e r s o f l i n k e d C R E s t h a t d e f i n e G P C . e, R a n k i n g o f g e n e s 
( x a x i s ) b y n u m b e r s o f l i n k e d C R E s (y a x i s ) h i g h l i g h t i n g g e n e s w i t h t o p 2 0 l i n k e d 
C R E s i n c o l o r . G e n e s d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n a t u m o r c e l l s t a t e o r i d e n t i f i e d a s 
a c e l l s t a t e - s p e c i f i c T F r e g u l o n b y S C E N I C a r e c o l o r e d a c c o r d i n g t o t h e l e g e n d . 

D M G s i n o u r c o h o r t , w e h y p o t h e s i z e d t h a t t h i s m a y b e d r i v e n b y d i f f e r 
e n c e s i n s u c h t u m o r - i m m u n e i n t e r a c t i o n s . W e i n d e e d d e t e c t e d h i g h e r 
e x p r e s s i o n o f O S M i n a d u l t T A M s , a n d t h e c o r r e s p o n d i n g r e c e p t o r 
O S M R i n a d u l t t u m o r c e l l s ( F i g . 5 e , f ) , i n d i c a t i n g i m m u n e - m e d i a t e d 
e n g a g e m e n t o f a p r e v i o u s l y v a l i d a t e d p a t h w a y 2 7 i n i n d u c i n g t h e 
M E S - l i k e p h e n o t y p e i n a d u l t t u m o r s . M o r e o v e r , w e o b s e r v e d i n c r e a s e d 
e x p r e s s i o n o f M E S - l i k e m a r k e r g e n e s i n a d u l t s c o m p a r e d t o p e d i a t r i c 
T A M s , w h i c h w e r e s h o w n t o b e i n c r e a s e d i n m e s e n c h y m a l l y e n r i c h e d 
g l i o m a s 2 7 ( F i g . 5 g ) . T o a s s e s s w h e t h e r t h e s e t r a n s c r i p t i o n a l d i f f e r e n c e s 
o f M E S - l i k e s t a t e m a r k e r g e n e s a n d i n d u c i n g l i g a n d s m a y b e i n h e r e n t t o 
n o r m a l b r a i n m y e l o i d c e l l s d u r i n g t e m p o r a l d e v e l o p m e n t a n d a g i n g , w e 
a n a l y z e d g e n e e x p r e s s i o n s a c r o s s a g e i n a n o r m a l m o u s e b r a i n m y e l o i d 
c e l l a t l a s . I n d e e d , w e o b s e r v e d a n i n c r e a s e o f l i g a n d s s u c h a s O S M a n d 
o f m e s e n c h y m a l m a r k e r g e n e s w i t h a g e ( F i g . S h ) 5 2 , s u p p o r t i n g t h a t t h e 
i n c r e a s e o f t h e H 3 - K 2 7 M D M G t u m o r M E S - l i k e s t a t e w i t h a g e i s l i n k e d 
t o c h a n g e s o f t h e b r a i n m y e l o i d c o m p a r t m e n t t h a t a l s o o c c u r d u r i n g 
n o r m a l d e v e l o p m e n t a n d a g i n g p r o c e s s e s . 

L a s t , w e i n t e r r o g a t e d r e c e p t o r - l i g a n d i n t e r a c t i o n s b e t w e e n T A M s 
a n d O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s , r e v e a l i n g s h a r e d O P C - w i d e ( f o r e x a m p l e , 
S E M A 3 E - P L X N D 1 ) a n d s u b p o p u l a t i o n - s p e c i f i c i n t e r a c t i o n s ( E x t e n d e d 
D a t a F i g . 5 c - f ) . T h i s m a y p o i n t t o w a r d a h a r n e s s i n g o f m i c r o e n v i r o n 
m e n t a l f a c t o r s i n r e i n f o r c i n g t h e O P C - l i k e l i n e a g e a n d f u r t h e r d e t e r m i n -
i n g t h e i r v a r y i n g m a t u r a t i o n , w h i c h p r o v i d e s t h e b a s i s f o r f o l l o w - u p 
i n v e s t i g a t i o n s t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e c o n t r i b u t i o n s o f c e l l - e x t r i n s i c 
r e g u l a t o r s t o t h e d i f f e r e n t O P C - l i k e s t a t e s . 

I n s u m m a r y , w e r e v e a l t h a t a d u l t H 3 - K 2 7 M D M G s h a r b o r h i g h e r 
p r o p o r t i o n s o f m o n o c y t e - d e r i v e d m a c r o p h a g e s , w h i l e p e d i a t r i c 
t u m o r s a r e e n r i c h e d f o r b r a i n - r e s i d e n t m i c r o g l i a . W e a l s o s h o w t h a t 
H 3 - K 2 7 M D M G - a s s o c i a t e d T A M s u p r e g u l a t e l i g a n d s a n d m a r k e r g e n e s 
t h a t c a n i n d u c e t u m o r c e l l M E S - l i k e s t a t e s w i t h i n c r e a s i n g a g e , t h e r e b y 
l i n k i n g t h e a g e - s p e c i f i c t u m o r i m m u n e m i c r o e n v i r o n m e n t t o t h e 
o b s e r v e d i n c r e a s e o f M E S - l i k e t u m o r c e l l s i n a d u l t H 3 - K 2 7 M D M G s . 
T h i s i l l u s t r a t e s h o w a g e - r e l a t e d m i c r o e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s c a n d i f 
f e r e n t i a l l y s h a p e t u m o r c e l l u l a r s t a t e s . 

Charting the single-cell spatial architecture of H3-K27M DMG 
T o m a p o u r s c R N A - s e q / s n A T A C - s e q d e r i v e d c e l l p o p u l a t i o n s t o t h e i r 
s p a t i a l p o s i t i o n s w i t h i n i n t a c t H 3 - K 2 7 M D M G t i s s u e s , w e p e r f o r m e d 
h y b r i d i z a t i o n - b a s e d i n - s i t u s e q u e n c i n g ( H y b I S S ) 5 3 i n 1 6 p a t i e n t 
H 3 - K 2 7 M D M G t i s s u e s e c t i o n s ( 1 4 d i f f e r e n t t u m o r s , 2 t u m o r s w i t h 
m u l t i - r e g i o n s a m p l i n g ) , u s i n g a p a n e l o f 1 1 6 c e l l - t y p e - s p e c i f i c c o m 
b i n a t o r i a l m a r k e r g e n e s c u r a t e d f r o m o u r s c R N A - s e q d a t a s e t ( F i g . l b , 
6 a - c , E x t e n d e d D a t a F i g . 6 a - e a n d S u p p l e m e n t a r y T a b l e 5 ) . 

W e a n a l y z e d s p a t i a l c e l l s t a t e c o m p o s i t i o n s b y p r o b a b i l i s t i c c e l l t y p -
i n g b y i n s i t u s e q u e n c i n g ( p c i S e q ) . H e r e w e i n t e r e s t i n g l y o b s e r v e d A C - l i k e 
c e l l s t o c o n s t i t u t e t h e m a j o r m a l i g n a n t c e l l c o m p a r t m e n t ( F i g . 6 c ) , 
w h i c h i s i n c o n t r a s t t o t h e p r e d o m i n a n c e o f O P C - l i k e c a n c e r c e l l s 
o b s e r v e d b y s c R N A - s e q . T h i s h e l d t r u e a c r o s s t u m o r s e c t i o n s o f 
d i f f e r e n t s i z e s , c e l l d e n s i t i e s a n d q u a l i t i e s . O u r s p a t i a l a n a l y s i s a l s o 
i d e n t i f i e d l a r g e r n u m b e r s a n d d i v e r s i t y o f n o n m a l i g n a n t c e l l t y p e s , 
t h a t w e r e e i t h e r n o t d e t e c t e d o r s h o w e d o n l y l o w r e p r e s e n t a t i o n i n 

f, V e n n d i a g r a m r e p r e s e n t i n g o v e r l a p o f G P C s w i t h H 3 - K 2 7 M D M G s u p e r -
e n h a n c e r a s s o c i a t e d g e n e s , i d e n t i f i e d b y N a g a r a j a e t a l . 1 ' . P v a l u e o f a t w o - s i d e d 
h y p e r g e o m e t r i c t e s t i s s h o w n , g, D o t p l o t o f i n t e g r a t i v e T F a n a l y s i s r e p r e s e n t i n g 
t h e t o p c e l l s t a t e ( c o l u m n s ) - s p e c i f i c T F s ( r o w s ) . A v e r a g e r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l 
a s s e s s e d b y s c R N A - s e q i s d e p i c t e d b y d o t s i z e , a n d r e l a t i v e a c t i v i t y i n f e r r e d b y 
S C E N I C a n a l y s i s i s p r e s e n t e d b y c o l o r s c a l e . h,i, I n t e g r a t i v e r e p r e s e n t a t i o n o f 
g e n e l o c i o f t h e h, O P C - l i k e c e l l - s p e c i f i c SEZ6L g e n e , a n d i, A C - l i k e c e l l - s p e c i f i c 
ITPKB gene. A t t h e t o p , p s e u d o b u l k c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y t r a c k p l o t s a r e s h o w n 
c o l o r e d b y c e l l t y p e . I n t h e m i d d l e r o w , b a r s d e p i c t t h e l o c u s o f p u t a t i v e C R E s . I n 
t h e b o t t o m r o w , l o o p s d e n o t e t h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y o f 
e a c h p e a k a n d e x p r e s s i o n o f i t s l i n k e d g e n e , r e p r e s e n t i n g p u t a t i v e C R E s t h a t a r e 
e n r i c h e d f o r t h e O P C - l i k e c e l l - s p e c i f i c S 0 X 8 (h), A C - l i k e c e l l - s p e c i f i c S 0 X 9 (i), 
T F m o t i f s , r e s p e c t i v e l y . 
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s c R N A - s e q ( E x t e n d e d D a t a F i g . 6 e ) . B e c a u s e l a r g e r n u m b e r s o f c e l l s 
a r e a s s e s s e d o n a v e r a g e , a n d p r o c e s s i n g - a s s o c i a t e d b i a s e s a r e r e d u c e d 
i n i n t a c t t i s s u e s , s p a t i a l t r a n s c r i p t o m i c s i s l i k e l y m o r e r e p r e s e n t a t i v e 

o f t r u e c e l l s t a t e c o m p o s i t i o n s t h a n c o n v e n t i o n a l s c R N A - s e q . S t r a t i 
f i c a t i o n w i t h i n o u r s p a t i a l l y p r o f i l e d c o h o r t a g a i n r e v e a l e d t h a t a d u l t 
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Fig. 51 The myeloid cell landscape of H3-K27M DMGs. a, U M A P o f T A M s 
a n a l y z e d b y s c R N A - s e q , c o l o r s c a l e d b y e x p r e s s i o n s c o r e s f o r m i c r o g l i a a n d 
m a c r o p h a g e g e n e s e t s , b, U M A P o f T A M s c o l o r e d b y c l a s s i f i c a t i o n a s m a c r o p h a g e 
o r m i c r o g l i a c e l l t y p e , c. V i o l i n p l o t d e p i c t i n g l o g n o r m a l i z e d e x p r e s s i o n l e v e l s 
o f r e p r e s e n t a t i v e m i c r o g l i a a n d m a c r o p h a g e m a r k e r g e n e s a c r o s s T A M s s c o r e d 
a s e i t h e r m i c r o g l i a o r m a c r o p h a g e , d, D o t p l o t s r e p r e s e n t i n g t h e d i s t r i b u t i o n 
( m e a n ± 2 x s . e . m . ) o f a s s i g n e d m a c r o p h a g e v e r s u s m i c r o g l i a p r o p o r t i o n s 
a c r o s s a d u l t a n d p e d i a t r i c t u m o r s (N=16 b i o l o g i c a l l y i n d e p e n d e n t s a m p l e s ) . 
T h r e e a s t e r i s k s d e n o t e c r e d i b l e s t a t i s t i c a l c h a n g e s d e t e r m i n e d b y a B a y e s i a n 
s c C O D A m o d e l w i t h F D R < 0 . 0 5 a n d w i t h o u t m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n s , e. V i o l i n 
p l o t s o f l o g n o r m a l i z e d e x p r e s s i o n l e v e l s o f O S M g e n e i n a d u l t a n d p e d i a t r i c 
T A M s . T h r e e a s t e r i s k s d e n o t e P = 0 . 0 0 3 ( t w o - s i d e d K o l m o g o r o v - S m i r n o v 

t e s t ) . T h r e e a s t e r i s k s i n l i g h t g r e e n r e p r e s e n t c o m p a r i s o n s b e t w e e n a d u l t a n d 
p e d i a t r i c t u m o r s f o r m a c r o p h a g e s , f. V i o l i n p l o t s o f l o g n o r m a l i z e d e x p r e s s i o n 
l e v e l s o f O S M / ? g e n e i n a d u l t a n d p e d i a t r i c t u m o r c e l l s . T h r e e a s t e r i s k s d e n o t e 
P = 0 ( t w o - s i d e d K o l m o g o r o v - S m i r n o v t e s t ) , g, V i o l i n p l o t s o f l o g n o r m a l i z e d 
e x p r e s s i o n l e v e l s o f M E S - l i k e m a r k e r g e n e s i n a d u l t a n d p e d i a t r i c T A M s . P v a l u e s 
f r o m d i f f e r e n t c o m p a r i s o n s a r e s h o w n ( t w o - s i d e d K o l m o g o r o v - S m i r n o v t e s t s ; 
b l a c k : w i t h i n a g e - g r o u p c o m p a r i s o n s b e t w e e n m a c r o p h a g e s a n d m i c r o g l i a ; l i g h t 
g r e e n : a d u l t v e r s u s p e d i a t r i c m a c r o p h a g e s ; d a r k g r e e n : a d u l t v e r s u s p e d i a t r i c 
m i c r o g l i a ) , h, H e a t m a p r e p r e s e n t a t i o n o f s c a l e d r e l a t i v e e x p r e s s i o n s ( c o l o r s c a l e ) 
o f M E S - l i k e s t a t e - a s s o c i a t e d l i g a n d s a n d m a r k e r g e n e s ( r o w s ) i n a s i n g l e - c e l l a t l a s 
o f n o r m a l m i c e m i c r o g l i a a n d b r a i n m y e l o i d c e l l s a c r o s s d i f f e r e n t a g e g r o u p s 
( E 1 4 . 5 , P 7 , P 6 0 ) 5 2 ( c o l u m n s ) . 

M E S - l i k e t u m o r c e l l s r e l a t i v e t o p e d i a t r i c t u m o r s ( F i g . 6 d ) , o r t h o g o n a l l y 
u n d e r s c o r i n g t h e a s s o c i a t i o n o f a g e w i t h t h e M E S - l i k e s t a t e . 

W e n e x t p e r f o r m e d n e i g h b o r h o o d e n r i c h m e n t a n a l y s e s t o i n v e s t i -

g a t e s p a t i a l r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n i n d i v i d u a l c e l l p o p u l a t i o n s . H e r e w e 
o b s e r v e d m a r k e d v a r i a b i l i t y i n n e i g h b o r h o o d s t r u c t u r e s , h i g h l i g h t i n g 

o v e r a l l i n t e r t u m o r a l s p a t i a l h e t e r o g e n e i t y ( S u p p l e m e n t a r y F i g . 3 ) . G l o b a l 
a n a l y s i s o f m a l i g n a n t c e l l n e i g h b o r h o o d s i n d i c a t e d h i g h e r c o l o c a l i z a t i o n 
o f O P C - l i k e / c y c l i n g a n d O C - l i k e c e l l s ( F i g . 6 e ) . W e v a l i d a t e d t h e s e f i n d i n g s 
o n t h e p r o t e i n l e v e l b y m u l t i p l e x e d i m m u n o f l u o r e s c e n c e ( I F ) i m a g i n g 
( c o d e t e c t i o n b y i n d e x i n g ( C O D E X ) s y s t e m ) i n f o u r H 3 - K 2 7 M g l i o m a s ( F i g . 6 f 
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a n d E x t e n d e d D a t a F i g . 6 f - h ) . C o n c o r d a n t l y , t h i s a p p r o a c h i n d i c a t e d 
a p r e f e r r e d m i t o t i c n i c h e o f p r o l i f e r a t i n g O P C - l i k e a n d O C - l i k e c e l l s , 
e n c i r c l e d b y m o r e d i f f e r e n t i a t e d . n o n p r o l i f e r a t i n g A C - l i k e c e l l s ( F i g . 6 f ) . 

N e i g h b o r h o o d a n a l y s i s b e t w e e n c a n c e r a n d n o n c a n c e r c e l l s 
r e v e a l e d c l o s e r p r o x i m i t i e s b e t w e e n v a s c u l a r c e l l s a n d M E S - l i k e t u m o r 

c e l l s ( E x t e n d e d D a t a F i g . 6 i ) , p o i n t i n g t o w a r d i n c r e a s e d v a s c u l a r i z a t i o n 
t h a t h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h t h e m e s e n c h y m a l s t a t e 5 4 . W i t h i n a s u b s e t 
o f s a m p l e s ( 7 o f 1 2 w i t h > 1 , 0 0 0 c e l l s p r o f i l e d ) , w e a l s o o b s e r v e i n c r e a s e d 
c o l o c a l i z a t i o n o f m i c r o g l i a / m a c r o p h a g e s w i t h M E S - l i k e , O C - l i k e a n d 
A C - l i k e c a n c e r c e l l s ( S u p p l e m e n t a r y F i g . 3 ) . 
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Fig. 61 The single-cell spatial t ranscr iptomic architecture of H3-K27M DMGs. 
a, S c h e m a t i c o f H y b I S S e x p e r i m e n t a l a p p r o a c h . B r i e f l y , m R N A i s a m p l i f i e d 
i n s i t u b y R T , a n d t h e p r o d u c t c D N A i s h y b r i d i z e d w i t h a c u s t o m c o m p l e m e n t a r y 
p a d l o c k p r o b e . N e x t , R C A r e a c t i o n i s r u n t o g e n e r a t e a b l o b o f D N A t h a t c a n 
t h e n b e b a r c o d e d w i t h i n d i v i d u a l i z e d g e n e b r i d g e p r o b e s a n d fluorescently 
b a r c o d e d . A f t e r i m a g i n g , t h e s a m p l e i s s t r i p p e d o f b r i d g e p r o b e s , a n d t h e c y c l e i s 
r e p e a t e d f i v e t i m e s w i t h d i f f e r e n t f l u o r o p h o r e s f o r d e c o d i n g a n d i d e n t i f i c a t i o n 
o f g e n e s i g n a l s b a s e d o n t h e i r d e c o d i n g s e q u e n c e , b. R e p r e s e n t a t i v e i m a g e o f 
m a l i g n a n t a n d n o n m a l i g n a n t c e l l t y p e / s t a t e a s s i g n m e n t s i n o n e p r i m a r y h u m a n 
H 3 - K 2 7 M D M G s e c t i o n ( U M P E D 6 5 _ A 2 ; 1 e x p e r i m e n t o v e r t h e e n t i r e t u m o r 
s e c t i o n w i t h N = 2 2 , 8 1 3 c e l l s a s s i g n e d ) , o u t l i n i n g t h e d i s t r i b u t i o n o f m a l i g n a n t 
a n d n o n m a l i g n a n t c e l l p o p u l a t i o n s w i t h i n t h e s a m p l e , c. P r o p o r t i o n s ( x a x i s ) 
o f s c R N A - s e q d e r i v e d t u m o r c e l l s t a t e s ( c o l o r l e g e n d ) i d e n t i f i e d b y p c i S e q 
a c r o s s 1 6 h u m a n H 3 - K 2 7 M D M G s a m p l e s ( y a x i s ) , d. V i o l i n p l o t r e p r e s e n t i n g 
t h e d i s t r i b u t i o n o f M E S - l i k e c e l l p r o p o r t i o n s i n a d u l t c o m p a r e d t o p e d i a t r i c 

H 3 - K 2 7 M D M G s ( N = 7 , 0 0 4 M E S - l i k e c e l l s a c r o s s 1 6 b i o l o g i c a l l y i n d e p e n d e n t 
s a m p l e s ) p r o f i l e d b y s p a t i a l t r a n s c r i p t o m i c s . W h i s k e r s s h o w m i n i m u m / 
m a x i m u m p r o p o r t i o n s . A n a s t e r i s k d e n o t e s P = 0 . 0 2 4 ( t w o - s i d e d f - t e s t ) . e , 
H e a t m a p r e p r e s e n t a t i o n s o f n e i g h b o r h o o d e n r i c h m e n t a n a l y s i s b e t w e e n 
m a l i g n a n t c e l l p o p u l a t i o n s , i d e n t i f i e d a t 5 0 u m , a c r o s s a l l s a m p l e s . T h e c o l o r 
s c a l e d e n o t e s t h e p r o b a b i l i t y o f f i n d i n g a c e l l w h e n a s e c o n d c e l l t y p e i s p r e s e n t l y 
d i v i d e d b y t h e p r o b a b i l i t y o f f i n d i n g t h e s e c o n d c e l l t y p e , f. R e p r e s e n t a t i v e 
m u l t i p l e x e d I F C O D E X i m a g e s f r o m t h r e e o f f o u r p r i m a r y h u m a n H 3 - K 2 7 M 
D M G s , s h o w i n g s p a t i a l l y d i s t i n c t s u b p o p u l a t i o n s o f m a l i g n a n t ( m a r k e r : 
H 3 - K 2 7 M ) O P C - l i k e ( m a r k e r : P D G F R A ) , O C - l i k e ( m a r k e r : B C A S 1 ) , A C - l i k e ( m a r k e r : 
G F A P ) a n d p r o l i f e r a t i n g c e l l s ( m a r k e r : K i 6 7 ) . F o r e a c h t u m o r , o n e e x p e r i m e n t 
w a s p e r f o r m e d w i t h - 7 0 , 0 0 0 t o 1 . 2 m i l l i o n i n d i v i d u a l c e l l s p r o f i l e d p e r s a m p l e 
o v e r t h e e n t i r e t u m o r s e c t i o n , g, S a m p l e - w i d e s c a t t e r p l o t r e p r e s e n t i n g e a c h 
c e l l p o p u l a t i o n ' s t e n d e n c y t o c l u s t e r w i t h o t h e r c e l l p o p u l a t i o n s ( d e g r e e o f 
c e n t r a l i t y . j y a x i s ) o r t o c l u s t e r w i t h t h e m s e l v e s ( c l u s t e r i n g c o e f f i c i e n t . x a x i s ) . 

F u r t h e r , w e a s s e s s e d t h e t e n d e n c i e s o f e a c h c e l l p o p u l a t i o n t o 
e i t h e r f o r m t h e i r o w n h o m o g e n e o u s c l u s t e r , b y c a l c u l a t i n g t h e i r c l u s 
t e r i n g c o e f f i c i e n t ( t h a t i s , d e g r e e t o w h i c h m e m b e r s o f a c e l l p o p u l a 
t i o n f a v o r c l u s t e r i n g t o g e t h e r ) , o r t o c l u s t e r h e t e r o g e n e o u s l y w i t h 
o t h e r p o p u l a t i o n s , a s r e p r e s e n t e d b y t h e i r d e g r e e c e n t r a l i t y ( t h a t i s , 
r a t i o o f n o n m e m b e r s c o n n e c t e d t o m e m b e r s o f a c e l l p o p u l a t i o n ) . 
H e r e w e o b s e r v e d t h a t A C - l i k e c e l l s , n o n m a l i g n a n t a s t r o c y t e s a n d 
T A M s d e p i c t e d t h e h i g h e s t t e n d e n c y t o c l u s t e r w i t h o t h e r c e l l t y p e s / 
s t a t e s , h i n t i n g a t t h e i r m o r e d i f f u s e d i s t r i b u t i o n r a t h e r t h a n l o c a l i z a 
t i o n w i t h i n a r e s t r i c t e d s p a t i a l c o m p a r t m e n t . I n c o m p a r i s o n , v a s c u l a r 
c e l l s , n e u r o n s , a n d c y c l i n g O P C - l i k e c e l l s e x h i b i t e d a h i g h e r t e n d e n c y 
t o c l u s t e r w i t h m e m b e r s o f t h e s a m e c e l l p o p u l a t i o n , w h i c h i s f u r t h e r 
i n d i c a t i v e o f a p r o p e n s i t y t o f o r m s p e c i f i c s t r u c t u r e s / n i c h e s ( F i g . 6 g ) . 

I n s u m m a r y , w e r e s o l v e d t h e s p a t i a l a r c h i t e c t u r e o f s c R N A - s e q -
d e f i n e d H 3 - K 2 7 M D M G c e l l p o p u l a t i o n s d i r e c t l y w i t h i n t h e n a t i v e 
t u m o r t i s s u e . O u r r e s u l t s s h e d l i g h t o n g l o b a l a n d h e t e r o g e n e o u s 
c e l l u l a r r e l a t i o n s h i p s a n d n e i g h b o r h o o d s , n o t a b l y s u g g e s t i n g t h e 
p r e s e n c e o f m i t o t i c s t e m - l i k e n i c h e s i n w h i c h H 3 - K 2 7 M t u m o r c e l l s o f 
o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e ( O P C - l i k e a n d O C - l i k e c a n c e r c e l l s ) c o l o c a l i z e . 
T h e s e f i n d i n g s l e n d t h e m s e l v e s t o f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n o f p o t e n t i a l 
t h e r a p e u t i c a v e n u e s d i r e c t e d a t r e g i o n a l a n d t e m p o r a l p e r t u r b a t i o n 
o f H 3 - K 2 7 M D M G t u m o r c e l l p o p u l a t i o n s a n d t h e i r a s s o c i a t e d n i c h e s . 

Discussion 
W e p r e v i o u s l y d e m o n s t r a t e d t h e p r e p o n d e r a n c e o f O P C - l i k e t u m o r 
c e l l s i n s e v e n p e d i a t r i c H 3 - K 2 7 M D M G s t h r o u g h s c R N A - s e q . H o w e v e r , i t 
r e m a i n e d u n k n o w n w h e t h e r t h e s a m e c e l l u l a r c o m p o s i t i o n - p r o p o s e d 
t o a r i s e a s a f u n c t i o n o f e a r l y p o n t i n e d e v e l o p m e n t - h o l d s t r u e a c r o s s 
m u l t i p l e s p a t i o t e m p o r a l e n v i r o n m e n t s i n w h i c h t h e s e t u m o r s o c c u r . T o 
a d d r e s s t h e s e q u e s t i o n s , w e g e n e r a t e d a m u l t i - o m i c s i n g l e - c e l l a t l a s o f 
H 3 - K 2 7 M D M G s , c o m p r i s i n g v a r i o u s m i d l i n e l o c a t i o n s a n d a g e s r a n g 
i n g f r o m 2 t o 6 8 y e a r s . O u r d a t a s h e d l i g h t o n u n d e r s t u d i e d t h a l a m i c 
l o c a t i o n s a n d a d o l e s c e n t / a d u l t a g e g r o u p s a n d p r o v i d e a b l u e p r i n t f o r 
t h e s p a t i o t e m p o r a l c o n t e x t - s p e c i f i c i t y o f t u m o r c e l l - i n t r i n s i c p r o p e r 
t i e s , s p a t i a l t i s s u e a r c h i t e c t u r e s , a n d m i c r o e n v i r o n m e n t a l i n t e r a c t i o n s 
t h a t c o - o r c h e s t r a t e c e l l u l a r i d e n t i t y a g a i n s t t h e b a c k d r o p o f t h e s h a r e d 
K 2 7 M d r i v e r m u t a t i o n . 

O u r s t u d y r e v e a l s a u b i q u i t o u s p r e s e n c e o f O P C - l i k e a n d m o r e 
d i f f e r e n t i a t e d g l i a - l i k e c e l l s a c r o s s a l l c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p s . 
C o n c o m i t a n t l y , n e u r o n a l - l i k e t u m o r c e l l s a r e a b s e n t , w h i c h i s i n d e 
p e n d e n t o f a g e a n d l o c a t i o n a n d s t a n d s i n c o n t r a s t t o o t h e r g l i o m a 
t y p e s . T h u s , t h i s l i k e l y p r e s e n t s d i r e c t c o n s e q u e n c e s o f t h e K 2 7 M 
m u t a t i o n u n i v e r s a l l y s k e w i n g t u m o r c e l l s t o w a r d a n O P C - l i k e a n d a w a y 
f r o m a n e u r o n a l - l i k e s t a t e , d e c o u p l e d f r o m s p a t i o t e m p o r a l i n f l u e n c e s . 

W e i d e n t i f y t w o m a j o r v a r i a b l e f e a t u r e s a s a f u n c t i o n o f r e g i o n a l 
o r t e m p o r a l c o n t e x t , r e s p e c t i v e l y ( F i g . 7 ) : 

F i r s t , w e r e s o l v e p o n t i n e H 3 - K 2 7 M D M G s t o h a r b o r m o r e i m m a 
t u r e p r e - O P C - l i k e t u m o r c e l l s t h a n t h e i r t h a l a m i c c o u n t e r p a r t s . T h i s 

r a i s e s t h e q u e s t i o n o f w h e t h e r t h i s d i v e r s i t y r e f l e c t s r e g i o n - s p e c i f i c 
c e l l - i n t r i n s i c f e a t u r e s o r i t i s d r i v e n b y l o c a l e n v i r o n m e n t a l i n t e r a c t i o n s . 
W h i l e n o r m a l m u r i n e O P C s h a v e b e e n s h o w n t o l a c k h e t e r o g e n e i t y 
a c r o s s d i f f e r e n t b r a i n r e g i o n s 4 4 , 5 5 , i t i s p o s s i b l e t h a t r e g i o n - s p e c i f i c 
m i c r o e n v i r o n m e n t s p r o v i d e d i s t i n c t c u e s t o d i f f e r e n t i a l l y f o s t e r O P C 
d i f f e r e n t i a t i o n . T h i s h a s b e e n o b s e r v e d i n t h e g r a y m a t t e r w h e r e O P C 
d i f f e r e n t i a t i o n t a k e s p l a c e m o r e s l o w l y c o m p a r e d t o w h i t e m a t t e r 5 6 , 5 7 . I n 
g l i o b l a s t o m a , t h e w h i t e m a t t e r h a s l i k e w i s e b e e n s u g g e s t e d a s a p r o d i f -
f e r e n t i a t i v e n i c h e f o r o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e s t e m - l i k e c e l l s 5 8 . I t w i l l 
b e o f i n t e r e s t t o e x p l o r e i n f u t u r e s t u d i e s w h a t e x t r i n s i c f a c t o r s i n t h e 
p o n s r e l a t i v e t o t h e t h a l a m u s m a y c o n t r i b u t e t o p r e s e r v i n g h e a l t h y a n d 
a b e r r a n t O P C ( - l i k e c e l l ) s i n a l e s s c o m m i t t e d p r e - O P C ( - l i k e ) s t a t e a n d 
h o w t h e s e s p e c i f i c m i c r o e n v i r o n m e n t a l c o n t e x t s c o u l d b e p e r t u r b e d 
b y t a r g e t i n g s u c h f a c t o r s . 

T h e f i n d i n g o f a m o r e i m m a t u r e p r e c u r s o r - l i k e c e l l i s a c c o r d 
a n t w i t h p r e v i o u s m o d e l i n g s t u d i e s p o s t u l a t i n g e m b r y o n i c n e u r a l 
s t e m / p r o g e n i t o r c e l l s i n s t e a d o f O P C s a s t h e H 3 - K 2 7 M D M G c e l l o f o r i 
g i n 1 1 , 5 9 6 2 . W h i l e t h e K 2 7 M m u t a t i o n c o u l d o c c u r i n s u c h a n e a r l i e r s t a t e , 
i t s u b s e q u e n t l y i n d u c e s a c e l l u l a r a r r e s t i n a s e l f - r e n e w i n g O P C - l i k e 
s t a t e 5 9 , a n d t h e h y p o t h e s i z e d o r i g i n a l c e l l o f m u t a t i o n m a y b e c o m e 
d i l u t e d a n d e l i m i n a t e d f r o m f u l l y t r a n s f o r m e d t u m o r s 9 . T a k e n t o g e t h e r , 
t h e l i t e r a t u r e s u p p o r t s t h e i d e a t h a t t h e c e l l s t a t e o f t r a n s f o r m a t i o n i s 
a n o l i g o d e n d r o g l i a l l i n e a g e p r e c u r s o r , w h o s e p r e c i s e s t a t e m a y v a r y 
f r o m p r e - O P C t o m o r e m a t u r e O P C w i t h d i f f e r e n t h i s t o n e v a r i a n t s 1 9 , 
a n a t o m i c a l l o c a t i o n s a n d a g e s . 

S e c o n d , w e o b s e r v e t h e m e s e n c h y m a l s i g n a t u r e t o i n c r e a s e w i t h 
h i g h e r a g e , w h i c h w e l i n k t o a g e - r e l a t e d d i f f e r e n c e s i n T A M s t h a t h a v e 
b e e n i l l u s t r a t e d t o i n d u c e t h i s m y e l o i d - a f f i l i a t e d t u m o r s i g n a t u r e 2 7 , 2 8 , 4 0 . 
A s t h e m e s e n c h y m a l s t a t e h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h a m o r e a g g r e s s i v e 
p h e n o t y p e i n a b r o a d r a n g e o f s o l i d t u m o r s 6 3 , 6 4 , a n d m e s e n c h y m a l - a n d 
m y e l o i d - d i r e c t e d t h e r a p i e s a r e u n d e r a c t i v e i n v e s t i g a t i o n , i t w i l l b e o f 
i n t e r e s t t o i n v e s t i g a t e s u c h a n a g e a n d o u t c o m e a s s o c i a t i o n i n H 3 - K 2 7 M 
g l i o m a s a n d o t h e r t u m o r s . 

L a s t l y , w e r e c o n s t r u c t e d t h e s i n g l e - c e l l s p a t i a l a r c h i t e c t u r e o f 
p a t i e n t H 3 - K 2 7 M t u m o r s , i d e n t i f y i n g a n i c h e o f p r o l i f e r a t i n g O P C - l i k e / 
O C - l i k e t u m o r c e l l s , s u r r o u n d e d b y A C - l i k e c e l l s , w h i c h c o n s t i t u t e t h e 
m a j o r t u m o r c e l l p o p u l a t i o n i n s i t u . T h i s f i n d i n g c o n t r a s t s t h e p r e d o m i 
n a n c e o f O P C - l i k e c e l l s o b s e r v e d b y c o n v e n t i o n a l a n d e s p e c i a l l y f r e s h 
s c R N A - s e q a n d m a y a r i s e d u e t o t e c h n i c a l a n d b i o l o g i c a l r e a s o n s . A s 
A C - l i k e g l i o m a c e l l s h a v e b e e n s h o w n t o b e i n t e r c o n n e c t e d t h r o u g h 
t u m o r m i c r o t u b e s 1 9 , 2 5 , 6 5 , w e s p e c u l a t e t h a t t h e y m a y b e l e s s v i a b l e a n d 
m o r e s e n s i t i v e t o t u m o r d i s s o c i a t i o n , t h e r e b y b i a s i n g t o w a r d c a p t u r i n g 
m o r e a g g r e s s i v e O P C - l i k e c e l l s i n s c R N A - s e q . B y c o n t r a s t , A C - l i k e c e l l s 
m a y b e b e t t e r p r e s e r v e d i n f r o z e n s n R N A - s e q a n d s p a t i a l a p p r o a c h e s . 
S u c h a p o t e n t i a l p r e d o m i n a n c e o f A C - l i k e c e l l s i n s t e a d o f O P C - l i k e 
c e l l s d o e s n o t s t a n d i n c o n t r a s t t o t h e p r o p o s e d r o l e o f O P C - l i k e c e l l s 
a s t h e s t e m - l i k e d r i v e r s o f H 3 - K 2 7 M D M G s a n d w o u l d a l i g n w i t h a m o r e 
t r a d i t i o n a l m o d e l i n w h i c h c a n c e r s t e m c e l l s p r e s e n t t h e m i n o r i t y o f 
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O P C - l i k e 

P e d i a t r i c A d u l t 

Fig. 71 Schematic summary of the spat iotemporal context-specific 
composit ion of H3-K27M DMGs. C o m p a r i s o n s a r e b e t w e e n p e d i a t r i c v e r s u s 
a d u l t p a t i e n t g r o u p s ( x a x i s ) a n d p o n t i n e v e r s u s t h a l a m i c m i d l i n e l o c a t i o n s 
( y a x i s ) a n d a r e p r e s e n t a t i v e m o d e l i m a g e o f t u m o r c e l l c o m p o s i t i o n i s 
d e p i c t e d , r e s p e c t i v e l y . A l l t u m o r g r o u p s a r e a b u n d a n t i n O P C - l i k e c e l l s a n d 
a l s o h a r b o r m o r e d i f f e r e n t i a t e d A C - l i k e , O C - l i k e , M E S - l i k e a n d n o n m a l i g n a n t 
m i c r o e n v i r o n m e n t a l c e l l s , b u t l a c k t u m o r c e l l s o f t h e N P C / n e u r o n a l l i n e a g e , a s 
d e l i n e a t e d b y s i n g l e - c e l l m u l t i - o m i c s ( c o l o r l e g e n d ) . M E S - l i k e c e l l s i n c r e a s e w i t h 
a g e , a s i n d i c a t e d b y t h e g r e e n a r r o w , w h i c h i s a s s o c i a t e d w i t h a g e - r e l a t e d c h a n g e s 

i n t h e t u m o r i m m u n e m i c r o e n v i r o n m e n t ; i n p a r t i c u l a r , h i g h e r p r o p o r t i o n s 
o f m i c r o g l i a i n p e d i a t r i c t u m o r s a s o p p o s e d t o i n c r e a s e d p r o p o r t i o n s o f 
m a c r o p h a g e s i n a d u l t t u m o r s . L o c a t i o n s p e c i f i c i t y e x i s t s f o r v a r y i n g m a t u r a t i o n 
s t a g e s o f O P C - l i k e c e l l s - p o n t i n e t u m o r s h a r b o r l e s s m a t u r e p r e - O P C - l i k e 
c e l l s , w h i l e t h a l a m i c t u m o r s a r e e n r i c h e d f o r m o r e m a t u r e l i n e a g e - c o m m i t t e d 
O P C - l i k e c e l l s , e i t h e r a s a r e s u l t o f r e g i o n - s p e c i f i c c e l l - i n t r i n s i c f e a t u r e s o r d u e 
t o l o c a t i o n - r e l a t e d d i v e r s i f i c a t i o n d r i v e n t h r o u g h i n t e r a c t i o n s w i t h i n t h e l o c a l 
e n v i r o n m e n t a l n i c h e . 

t u m o r c e l l s 6 6 . W i t h t h e e m e r g e n c e o f s p a t i a l t e c h n o l o g i e s , i t w i l l b e 
r e l e v a n t t o a s s e s s w h e t h e r s i m i l a r d i f f e r e n c e s a r e o b s e r v e d t h r o u g h o u t 
o t h e r t u m o r t y p e s a n d b i o l o g i c a l s y s t e m s , p i n p o i n t i n g t h e i m p o r t a n c e 
o f m u l t i m o d a l p r o f i l i n g t o f u r t h e r r e f i n e m o d e l s d e r i v e d p r i m a r i l y 
t h r o u g h t h e l e n s o f a s i n g l e m o d a l i t y . 

A l t o g e t h e r , w e p r o v i d e a n e x t e n s i v e r e s o u r c e o f H 3 - K 2 7 M D M G 
c e l l u l a r h e t e r o g e n e i t y a c r o s s s p a c e a n d t i m e t h a t l e n d s i t s e l f t o 
d e l i n e a t i n g t h e m u l t i - f a c e t e d i n t e r p l a y b e t w e e n s p a t i o t e m p o r a l 
c o n t e x t - s p e c i f i c c e l l u l a r p r o p e r t i e s a n d m i c r o e n v i r o n m e n t a l n i c h e s 
f o r t h e d e s i g n o f r a t i o n a l m o d e l i n g s t u d i e s a n d t h e r a p e u t i c f r a m e 
w o r k s t a i l o r e d t o t h e d i f f e r e n t c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p s o f t h i s l e t h a l 
g l i o m a . 
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C a n c e r C e n t e r , M e d i c a l U n i v e r s i t y o f V i e n n a , V i e n n a , A u s t r i a , d e p a r t m e n t o f N e u r o l o g y a n d N e u r o l o g i c a l S c i e n c e s , S t a n f o r d U n i v e r s i t y S c h o o l o f 
M e d i c i n e , S t a n f o r d , C A , U S A . 8 H o p p C h i l d r e n ' s C a n c e r C e n t e r H e i d e l b e r g ( K i T Z ) , D i v i s i o n o f P e d i a t r i c G l i o m a R e s e a r c h , G e r m a n C a n c e r R e s e a r c h C e n t e r 
( D K F Z ) , H e i d e l b e r g , G e r m a n y , d e p a r t m e n t o f O n c o l o g i c P a t h o l o g y , D a n a - F a r b e r C a n c e r I n s t i t u t e , B o s t o n , M A , U S A . " D e p a r t m e n t o f N e u r o l o g i c a l 
S u r g e r y , U n i v e r s i t y o f P i t t s b u r g h S c h o o l o f M e d i c i n e , P i t t s b u r g h , P A , U S A . " J o h n G . R a n g o s S r . R e s e a r c h C e n t e r , C h i l d r e n ' s H o s p i t a l o f P i t t s b u r g h , 
P i t t s b u r g h , P A , U S A . " C e n t r a l E u r o p e a n I n s t i t u t e o f T e c h n o l o g y , M a s a r y k U n i v e r s i t y , B r n o , C z e c h R e p u b l i c . " P e d i a t r i c O n c o l o g y D e p a r t m e n t , U n i v e r s i t y 
H o s p i t a l B r n o , F a c u l t y o f M e d i c i n e , M a s a r y k U n i v e r s i t y , I C R C , B r n o , C z e c h R e p u b l i c . " D e p a r t m e n t o f B i o l o g y , F a c u l t y o f M e d i c i n e , M a s a r y k U n i v e r s i t y , 
B r n o , C z e c h R e p u b l i c , ' d e p a r t m e n t o f C l i n i c a l C e l l B i o l o g y a n d F A C S C o r e U n i t , S t . A n n a C h i l d r e n ' s C a n c e r R e s e a r c h I n s t i t u t e ( C C R I ) , V i e n n a , A u s t r i a , 
' d e p a r t m e n t o f N e u r o l o g i c a l S u r g e r y , U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a S a n F r a n c i s c o , S a n F r a n c i s c o , C A , U S A . " C a n c e r S i g n a l l i n g R e s e a r c h G r o u p , S c h o o l 
o f B i o m e d i c a l S c i e n c e s a n d P h a r m a c y , C o l l e g e o f H e a l t h , M e d i c i n e a n d W e l l b e i n g , U n i v e r s i t y o f N e w c a s t l e , C a l l a g h a n , N e w S o u t h W a l e s , A u s t r a l i a . 
' " P r e c i s i o n M e d i c i n e P r o g r a m , H u n t e r M e d i c a l R e s e a r c h I n s t i t u t e , N e w L a m b t o n H e i g h t s , N e w S o u t h W a l e s , A u s t r a l i a . 1 9 C e n t e r f o r D a t a D r i v e n D i s c o v e r y i n 
B i o m e d i c i n e , C h i l d r e n ' s H o s p i t a l o f P h i l a d e l p h i a , P h i l a d e l p h i a , P A , U S A . ^ D e p a r t m e n t o f P a t h o l o g y , C e n t e r f o r C a n c e r R e s e a r c h , M a s s a c h u s e t t s G e n e r a l 
H o s p i t a l , B o s t o n , M A , U S A . 2 1 D i v i s i o n o f P e d i a t r i c H e m a t o l o g y / O n c o l o g y , D e p a r t m e n t o f P e d i a t r i c s , M i c h i g a n M e d i c i n e , A n n A r b o r , M l , U S A . " D i v i s i o n o f 
N e u r o p a t h o l o g y a n d N e u r o c h e m i s t r y , D e p a r t m e n t o f N e u r o l o g y , M e d i c a l U n i v e r s i t y o f V i e n n a , V i e n n a , A u s t r i a . " D e p a r t m e n t o f N e u r o s u r g e r y , M e d i c a l 
U n i v e r s i t y o f V i e n n a , V i e n n a , A u s t r i a . ^ D e p a r t m e n t o f P a t h o l o g y a n d L a b o r a t o r y M e d i c i n e , C h i l d r e n ' s H o s p i t a l L o s A n g e l e s , K e c k S c h o o l o f M e d i c i n e o f 
U n i v e r s i t y o f S o u t h e r n C a l i f o r n i a , L o s A n g e l e s , C A , U S A . " D e p a r t m e n t o f P a t h o l o g y , B r i g h a m a n d W o m e n ' s H o s p i t a l , B o s t o n , M A , U S A . " D e p a r t m e n t o f 
P a t h o l o g y , B o s t o n C h i l d r e n ' s H o s p i t a l , B o s t o n , M A , U S A . " D e p a r t m e n t o f N e u r o - O n c o l o g y , B r a i n T u m o r C e n t e r , T h e U n i v e r s i t y o f T e x a s M D A n d e r s o n 
C a n c e r C e n t e r , H o u s t o n , T X , U S A . " M a s s a c h u s e t t s G e n e r a l H o s p i t a l , C a n c e r C e n t e r , B o s t o n , M A , U S A . 2 9 H o w a r d H u g h e s M e d i c a l I n s t i t u t e , S t a n f o r d , 
C A , U S A . 3 0 T h e s e a u t h o r s c o n t r i b u t e d e q u a l l y : l i o n L i u , L i J i a n g , E r i k R. S a m u e l s s o n . " ' T h e s e a u t h o r s j o i n t l y s u p e r v i s e d t h i s w o r k : M i c h e l l e M o n j e , 
M a t s N i l s s o n , M a r i e l l a G . F i l b i n . e - m a i l : i l o n _ l i u @ d f c i . h a r v a r d . e d u ; m a r i e l l a . f i l b i n @ c h i l d r e n s . h a r v a r d . e d u 
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Methods 
Human subjects and ethical considerations 
A l l s a m p l e s u s e d i n t h i s s t u d y w e r e d e i d e n t i f i e d a n d o b t a i n e d w i t h p r o p 
e r l y i n f o r m e d c o n s e n t o f p a t i e n t s a n d / o r t h e i r l e g a l r e p r e s e n t a t i v e s , 
w h o d i d n o t r e c e i v e c o m p e n s a t i o n . T h e s t u d y w a s a p p r o v e d b y t h e 
I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d a t B o s t o n C h i l d r e n ' s H o s p i t a l / D a n a - F a r b e r 
C a n c e r I n s t i t u t e ( D F C I 1 0 - 4 1 7 ) a n d a t a f f i l i a t e d r e s e a r c h h o s p i t a l s 
o r v i a w a i v e r o f c o n s e n t a s a p p r o p r i a t e . C l i n i c a l i n f o r m a t i o n ( a g e , 
s e x a n d l o c a t i o n ) a n d m u t a t i o n s t a t u s a r e p r e s e n t e d i n F i g . l b a n d 
S u p p l e m e n t a r y T a b l e 1 . 

Tumor tissue collection and dissociation 
F r e s h t u m o r t i s s u e a c q u i r e d a t t h e t i m e o f s u r g e r y w a s i m m e d i a t e l y 
m e c h a n i c a l l y a n d e n z y m a t i c a l l y d i s s o c i a t e d f o r 3 0 m i n a t 3 7 ° C u s i n g 
t h e B r a i n T u m o r D i s s o c i a t i o n K i t ( M i l t e n y i B i o t e c ) . S i n g l e - c e l l s u s p e n 
s i o n s w e r e f i l t e r e d t h r o u g h a 7 0 u r n s t r a i n e r , c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 g f o r 
5 m i n , a n d r e s u s p e n d e d i n P B S / 1 % B S A f o r f l u o r e s c e n c e - a c t i v a t e d c e l l 
s o r t i n g ( F A C S ) . 

T o e x t r a c t s i n g l e n u c l e i f r o m f r o z e n t i s s u e s f o r s n R N A - s e q , 
s n a p - f r o z e n o r O C T - e m b e d d e d t u m o r t i s s u e w a s d i s a g g r e g a t e d o n 
i c e i n 1 m l 0 . 4 9 % C H A P S d e t e r g e n t - b a s e d n u c l e a r e x t r a c t i o n b u f f e r 6 7 , 
a i d e d b y m i l d c h o p p i n g . S i n g l e - n u c l e i s u s p e n s i o n s w e r e f i l t e r e d u s i n g 
a 4 0 n m s t r a i n e r a n d c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 g f o r 5 m i n . A l l s t e p s w e r e 
p e r f o r m e d a t 4 °C . 

T o p r e p a r e s i n g l e - n u c l e i s u s p e n s i o n s f o r s n A T A C - s e q , s n a p - f r o z e n 
D M G t i s s u e w a s l y s e d o n i c e i n l y s i s b u f f e r ( 1 0 m M T r i s - H C I , 1 0 m M N a C I , 
3 m M M g C I 2 , 1 % B S A , 0 . 0 1 % T w e e n - 2 0 , 0 . 0 1 % N P - 4 0 , 0 . 0 0 1 % d i g i t o n i n ) 
u n d e r m i l d c h o p p i n g f o r 5 m i n , f o l l o w e d b y t e n t i m e s m i x i n g u s i n g a 
w i d e - b o r e p i p e t t e t i p a n d 1 0 m i n i n c u b a t i o n o n i c e . W a s h b u f f e r ( 1 0 m M 
T r i s - H C I , 1 0 m M N a C I , 3 m M M g C I 2 , 1 % B S A , 0 . 1 % T w e e n - 2 0 ) w a s a d d e d 
a n d m i x e d f i v e t i m e s b e f o r e f i l t e r i n g t h r o u g h 7 0 a n d 4 0 \im F l o w m i c e l l 
s t r a i n e r s . S i n g l e - n u c l e i s u s p e n s i o n s w e r e t h e n c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 g 
f o r 5 m i n a t 4 °C , r e s u s p e n d e d i n 1 * d i l u t e d n u c l e i b u f f e r a n d c o u n t e d . 

scRNA-seq/snRNA-seq data generation 
W h o l e t r a n s c r i p t o m e a m p l i f i c a t i o n , l i b r a r y p r e p a r a t i o n a n d s e q u e n c 
i n g o f s i n g l e c e l l s / n u c l e i w e r e p e r f o r m e d u s i n g t h e S m a r t - s e q 2 m o d i 
f i e d p r o t o c o l 2 1 , 3 3 ' 3 5 ' 6 8 , 6 9 . R N A w a s p u r i f i e d w i t h A g e n c o u r t R N A C I e a n 
X P b e a d s ( B e c k m a n C o u l t e r ) . O l i g o - d T p r i m e d r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n 
( R T ) w a s p e r f o r m e d u s i n g M a x i m a H M i n u s r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e ( L i f e 
T e c h n o l o g i e s ) a n d a t e m p l a t e - s w i t c h i n g o l i g o n u c l e o t i d e ( T S O ; Q i a g e n ) . 
P C R a m p l i f i c a t i o n ( 2 0 c y c l e s f o r s c R N A - s e q a n d 2 2 c y c l e s f o r s n R N A - s e q ) 
w a s p e r f o r m e d u s i n g K A P A H i F i H o t S t a r t R e a d y M i x ( K A P A B i o s y s t e m s ) , 
f o l l o w e d b y A g e n c o u r t A M P u r e X P b e a d ( B e c k m a n C o u l t e r ) p u r i f i c a 
t i o n . L i b r a r i e s w e r e g e n e r a t e d u s i n g t h e N e x t e r a X T L i b r a r y P r e p k i t 
( I l l u m i n a ) . L i b r a r i e s f r o m 7 6 8 c e l l s w i t h u n i q u e b a r c o d e s w e r e c o m b i n e d 
a n d s e q u e n c e d u s i n g a N e x t S e q 5 0 0 / 5 5 0 H i g h O u t p u t K i t v 2 . 5 ( I l l u m i n a ) . 

scATAC-seq data generation 
s c A T A C - s e q l i b r a r i e s w e r e g e n e r a t e d u s i n g t h e 1 0 X C h r o m i u m 
C o n t r o l l e r a n d C h r o m i u m N e x t G E M S i n g l e C e l l A T A C & L i b r a r y G e l 
B e a d K i t v l . l k i t a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s ( D o c u 
m e n t C G 0 0 0 2 0 9 ) . B r i e f l y , 7 , 0 0 0 - 1 0 , 0 0 0 n u c l e i w e r e t a g m e n t e d a t 
3 7 °C f o r 6 0 m i n a n d l o a d e d o n a C h r o m i u m N e x t G E M C h i p H a n d C h r o 
m i u m C o n t r o l l e r f o r g e n e r a t i o n o f s i n g l e - c e l l G e l B e a d - l n - E m u l s i o n s , 
f o l l o w e d b y l i n e a r a m p l i f i c a t i o n o f b a r c o d e d t a g m e n t e d D N A . G E M s 
w e r e t h e n b r o k e n u p , D N A f r a g m e n t s w e r e p u r i f i e d u s i n g D y n a b e a d s 
M y O n e S I L A N E ( 1 0 X 2 0 0 0 0 4 8 ) a n d S P R I s e l e c t R e a g e n t ( B e c k m a n C o u l 
t e r , B 2 3 3 1 8 ) , a n d f u r t h e r P C R - a m p l i f i e d f o r 1 0 - 1 1 c y c l e s u n d e r g o i n g 
s a m p l e i n d e x i n g . L i b r a r i e s w e r e s e q u e n c e d u s i n g a N e x t S e q 5 0 0 / 5 5 0 
H i g h O u t p u t K i t v 2 . 5 ( I l l u m i n a ) a t t a r g e t e d 2 5 , 0 0 0 r e a d s p e r c e l l . 

Gene selection for targeted HybISS 
G e n e p a n e l s e l e c t i o n w a s b a s e d o n t h e s c R N A - s e q d a t a f r o m t e n 
H 3 - K 2 7 M D M G p a t i e n t t u m o r s s p a n n i n g m u l t i p l e c l i n i c o - a n a t o m i c a l 

g r o u p s a n d o n p u b l i s h e d d a t a s e t s o f n o r m a l b r a i n - r e s i d e n t c e l l t y p e s 7 0 

( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 5 ) . G e n e s w e r e p r i o r i t i z e d b a s e d o n d i f f e r e n 
t i a l e x p r e s s i o n b e t w e e n c e l l t y p e s , f o l l o w e d b y m a n u a l f i l t e r i n g o f 
g e n e s w i t h l i k e l y h i g h b a c k g r o u n d e x p r e s s i o n l e v e l s b e i n g s t r o n g l y 
e x p r e s s e d i n a l l c e l l t y p e s . A t o t a l o f 6 1 8 p r o b e s w e r e d e s i g n e d f o r 
1 1 6 g e n e s e n c o m p a s s i n g m a l i g n a n t ( O P C - l i k e , A C - l i k e , O C - l i k e a n d 
M E S - l i k e ) a n d n o n m a l i g n a n t c e l l s ( o l i g o d e n d r o c y t e s , a s t r o c y t e s , 
n e u r o n s , m a c r o p h a g e s , m i c r o g l i a , T c e l l s , e n d o t h e l i a , p e r i c y t e s a n d 
e p e n d y m a l c e l l s ) ( S u p p l e m e n t a r y N o t e 1 ) . 

HybISS 
A f t e r f i x a t i o n w i t h 3 % P F A f o r 3 0 m i n , s e c t i o n s w e r e p e r m e a b i l i z e d w i t h 
0 . 1 M H C I a n d w a s h e d w i t h P B S . A f t e r r e h y d r a t i o n f o r 1 m i n i n 1 0 0 % 
e t h a n o l , 1 m i n i n 7 5 % e t h a n o l a n d 1 m i n i n P B S , c D N A w a s s y n t h e s i z e d 
o v e r n i g h t w i t h r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e ( B L I R T ) , R N a s e i n h i b i t o r , a n d 
p r i m e d w i t h r a n d o m d e c a m e r s . S e c t i o n s w e r e p o s t f i x e d b e f o r e p a d 
l o c k p r o b e ( P L P ) h y b r i d i z a t i o n a n d l i g a t i o n a t a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 
1 0 n M / P L P , w i t h T t h L i g a s e a n d R N a s e H ( B L I R T ) . T h i s w a s p e r f o r m e d a t 
3 7 ° C f o r 3 0 m i n a n d t h e n 4 5 ° C f o r 1 h . S e c t i o n s w e r e w a s h e d w i t h P B S , 
f o l l o w e d b y r o l l i n g c i r c l e a m p l i f i c a t i o n ( R C A ) w i t h p h i 2 9 p o l y m e r a s e 
( M o n s e r a t e ) a n d E x o n u c l e a s e I ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) o v e r n i g h t a t 
3 0 °C . B r i d g e p r o b e s ( 1 0 n M ) ( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 6 ) w e r e h y b r i d i z e d 
a t R T f o r 1 h i n h y b r i d i z a t i o n b u f f e r ( 2 * s a l i n e - s o d i u m c i t r a t e b u f f e r 
( S S C ) , 2 0 % f o r m a m i d e ) , f o l l o w e d b y h y b r i d i z a t i o n o f r e a d o u t d e t e c t i o n 
p r o b e s ( 1 0 0 n M ) a n d D A P I ( B i o t i u m ) i n h y b r i d i z a t i o n b u f f e r f o r 1 h a t 
R T . T h e s e c t i o n s w e r e w a s h e d w i t h P B S a n d m o u n t e d w i t h S l o w F a d e 
G o l d A n t i f a d e M o u n t a n t ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . A f t e r e a c h i m a g 
i n g r o u n d , c o v e r s l i p s w e r e r e m o v e d a n d s e c t i o n s w e r e w a s h e d f i v e 
t i m e s w i t h 2 * S S C . B r i d g e p r o b e / d e t e c t i o n o l i g o n u c l e o t i d e s w e r e t h e n 
s t r i p p e d w i t h 6 5 % f o r m a m i d e a n d 2 * S S C f o r 3 0 m i n a t 3 0 ° C , f o l l o w e d 
b y f i v e w a s h e s w i t h 2 x S S C . T h e a b o v e p r o c e d u r e w a s r e p e a t e d f o r 
c y c l e s 1 t h r o u g h 5 , l e a d i n g t o h y b r i d i z a t i o n o f c y c l e - s p e c i f i c i n d i v i d u a l 
b r i d g e p r o b e s ( f o r i m a g i n g , s e e S u p p l e m e n t a r y N o t e 1 ) . 

CODEX 
F F P E t i s s u e s e c t i o n s w e r e c o l l e c t e d o n t o p o l y ( L - l y s i n e ) - c o a t e d c o v 
e r s l i p s a n d p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e A k o y a B i o s c i e n c e s C O D E X p r o 
t o c o l 7 1 . S e c t i o n s w e r e t h e n d e p a r a f f i n i z e d a n d r e h y d r a t e d . A n t i g e n 
r e t r i e v a l w a s p e r f o r m e d u s i n g a p r e s s u r e c o o k e r a n d 1 * c i t r a t e b u f f e r , 
p H 6 . 0 . S e c t i o n s w e r e t h e n q u e n c h e d f o r a u t o f l u o r e s c e n c e 7 2 , a n d s u b s e 
q u e n t l y s t a i n e d a n d i m a g e d u s i n g t h e A k o y a B i o s c i e n c e s C O D E X s t a i n 
i n g k i t ( 7 0 0 0 0 0 8 ) . T i s s u e w a s s t a i n e d u s i n g t h e f o l l o w i n g p r e c o n j u g a t e d 
a n t i b o d i e s p u r c h a s e d f r o m A k o y a : D A P I ( 7 0 0 0 0 0 3 ) , K i 6 7 - B X 0 4 7 ( B 5 6 ) -
A t t o 5 5 0 - R X 0 4 7 ( 4 2 5 0 0 1 9 ) 1 : 2 0 0 , C D 4 4 - B X 0 0 5 ( I M 7 ) - A t t o 5 5 0 - R X 0 0 5 
( 4 2 5 0 0 0 2 ) 1 : 5 0 . T h e f o l l o w i n g a n t i b o d i e s w e r e c u s t o m c o n j u g a t e d 
u s i n g t h e A k o y a B i o s c i e n c e s c o n j u g a t i o n k i t ( 7 0 0 0 0 0 9 ) a n d i n d i c a t e d 
b a r c o d e s : a n t i - P D G F R a a n t i b o d y ( A b e a m , a b 2 3 4 9 6 5 ) B a r c o d e B X 0 0 2 -
A t t o 5 5 0 - R X 0 0 2 ( 5 4 5 0 0 2 3 ) 1 : 5 0 , a n t i - B C A S l a n t i b o d y ( S a n t a C r u z B i o 
t e c h n o l o g y , s c - 1 3 6 3 4 2 ) B a r c o d e B X 0 2 7 - C y 5 - R X 0 2 7 ( 5 3 5 0 0 0 4 ) 1 : 5 0 , 
a n t i - G F A P a n t i b o d y ( I n v i t r o g e n , 1 3 - 0 3 0 0 ) B a r c o d e B X 0 3 0 - C y 5 - R X 0 3 0 
( 5 3 5 0 0 0 5 ) 1 : 5 0 , a n t i h i s t o n e H 3 ( m u t a t e d K 2 7 M ) a n t i b o d y ( A b e a m , 
a b 2 4 0 3 1 0 ) B a r c o d e B X 0 0 4 - A l e x a F l u o r T M 4 8 8 - R X 0 0 4 ( 5 4 5 0 0 1 4 ) 
1 : 1 0 0 , a n t i - I B A l a n t i b o d y ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , G T 1 0 3 1 2 ) B a r c o d e 
B X 0 2 0 - A t t o 5 5 0 - R X 0 2 0 ( 5 2 5 0 0 0 2 ) 1 : 5 0 , a n t i - C D 6 3 a n t i b o d y ( 3 5 3 0 3 9 , 
B i o l e g e n d ) B a r c o d e B X 0 2 9 - A t t o 5 5 0 - R X 0 2 9 ( 5 2 5 0 0 0 5 ) 1 : 5 0 . I m a g i n g 
w a s p e r f o r m e d u s i n g a K e y e n c e B Z - X 8 0 0 E f l u o r e s c e n t m i c r o s c o p e 
e q u i p p e d w i t h a B Z N i k o n O b j e c t i v e L e n s ( x 2 0 ) . I m a g e s w e r e p r o c e s s e d 
u s i n g t h e C O D E X p r o c e s s o r s o f t w a r e ( A k o y a ) a n d v i s u a l i z e d u s i n g t h e 
I m a g e ) p l u g i n C O D E X M u l t i p l e x A n a l y s i s V i e w e r . 

Statistics and reproducibility 
N o s t a t i s t i c a l m e t h o d w a s u s e d t o p r e d e t e r m i n e t h e s a m p l e s i z e . N o 
d a t a w e r e e x c l u d e d f r o m t h e a n a l y s e s . T h e e x p e r i m e n t s w e r e n o t r a n 
d o m i z e d . D a t a c o l l e c t i o n a n d a n a l y s i s w e r e n o t p e r f o r m e d b l i n d t o t h e 
c o n d i t i o n s o f t h e e x p e r i m e n t s . 

Nature Genetics 

https://doi.org/10.1038/s41588-022-01236-3


Article https://doi.org/10.1038/s41588-022-01236-3 

S t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d i n R v . 4 . 0 . 3 . A B a y e s i a n s t a 
t i s t i c a l f r a m e w o r k s c C O D A ( v O . 1 . 4 ) w a s u s e d t o i d e n t i f y c h a n g e s i n 
t h e p r o p o r t i o n o f d i f f e r e n t c e l l p o p u l a t i o n s b e t w e e n a g e g r o u p s a n d 
a n a t o m i c a l d e p a r t m e n t s . C o m p a r i s o n s o f n u m e r i c a l v a r i a b l e s b e t w e e n 
d i f f e r e n t c o n d i t i o n s w e r e c a r r i e d o u t u s i n g W i l c o x o n r a n k - s u m t e s t a n d 
K o l m o g o r o v - S m i r n o v t e s t , a s a p p r o p r i a t e . O v e r l a p b e t w e e n g r o u p s 
o f g e n e s w a s a s s e s s e d u s i n g a H y p e r g e o m e t r i c t e s t . 

S i n g l e - c e l l s e q u e n c i n g f o r e a c h t u m o r w a s p e r f o r m e d i n o n e e x p e r 
i m e n t a l r e p l i c a t e . T h i s i s t y p i c a l f o r h u m a n s t u d i e s b e c a u s e t i s s u e s 
a r e u s u a l l y l i m i t e d a n d c a n n o t b e a n a l y z e d m o r e t h a n o n c e . A t l e a s t 
t h r e e s a m p l e s p e r a g e a n d a n a t o m i c a l g r o u p w e r e c o l l e c t e d t o v e r i f y 
r e p r o d u c i b i l i t y . T h e I S S a n d I F e x p e r i m e n t s f o r e a c h t u m o r s a m p l e 
w e r e p e r f o r m e d i n o n e e x p e r i m e n t a l r e p l i c a t e , w h e r e t h e e n t i r e s e c t i o n 
w a s i m a g e d . F o r R N A i s h e x p e r i m e n t s , t w o t o t h r e e s l i d e s w e r e s t a i n e d 
p e r s a m p l e a n d a p p r o x i m a t e l y 1 0 - 1 5 f i e l d s o f v i e w w e r e c a p t u r e d p e r 
s l i d e . F u r t h e r i n f o r m a t i o n o n r e s e a r c h d e s i g n i s a v a i l a b l e i n t h e N a t u r e 
R e s e a r c h R e p o r t i n g S u m m a r y . 

scRNA-seq data processing 
W e a l i g n e d r a w s e q u e n c i n g r e a d s t o h g l 9 g e n o m e b y h i s a t 2 ( v 2 . 1 . 0 ) 
a n d q u a n t i f i e d a n d n o r m a l i z e d g e n e c o u n t s u s i n g R S E M ( v l . 3 . 0 ) a s 
t r a n s c r i p t - p e r - m i l l i o n / T P M 7 3 . F o r s n R N A - s e q d a t a , w e m o d i f i e d t h e 
g e n e a n n o t a t i o n f i l e s t o c o u n t i n t r o n s 7 4 . W e c a l c u l a t e d e x p r e s s i o n 
l e v e l s a s E i j = l o g z C T P M i J / l O + 1 ) f o r g e n e i i n s a m p l e j . T o f i l t e r o u t 
l o w - q u a l i t y c e l l s i n f r e s h s a m p l e s , w e r e m o v e d c e l l s w i t h < 2 , 0 0 0 g e n e s 
o r a n a v e r a g e h o u s e k e e p i n g g e n e e x p r e s s i o n o f < 2 . S . F o r f r o z e n t u m o r s , 
a f i l t e r i n g t h r e s h o l d o f < 1 , 0 0 0 g e n e s a n d a n a l i g n m e n t r a t e o f < 0 . 4 
w e r e e m p l o y e d . I n s u m , 9 , 9 1 1 h i g h - q u a l i t y c e l l s w e r e r e t a i n e d . W e 
a l s o r e m o v e d g e n e s w i t h T P M > 1 6 i n < 1 0 c e l l s . F o r t h e r e m a i n i n g c e l l s 
a n d g e n e s , w e c o m p u t e d t h e a g g r e g a t e e x p r e s s i o n o f e a c h g e n e a s 
E a ( / ) = l o g 2 ( a v e r a g e ( T P M / , l . . . r t ) + 1 ) a n d d e f i n e d r e l a t i v e e x p r e s s i o n a s 
c e n t e r e d e x p r e s s i o n l e v e l s , Erij = Eij - average(Ei,l...«). O n a v e r a g e , 
w e d e t e c t e d 6 , 8 6 6 u n i q u e l y e x p r e s s e d g e n e s p e r c e l l i n f r e s h , a n d 4 , 4 3 2 
u n i q u e l y e x p r e s s e d g e n e s i n f r o z e n t u m o r s . 

Data harmonization, Louvain clustering and identification of 
differentially expressed genes 
G r a p h - b a s e d c l u s t e r i n g w i t h d a t a i n t e g r a t i o n w a s a d a p t e d f o r i n d e 
p e n d e n t i d e n t i f i c a t i o n o f c e l l u l a r c l u s t e r s a n d g e n e s i g n a t u r e s . W e 
s e l e c t e d h i g h l y v a r i a b l e g e n e s ( H V G s ) u s i n g S e u r a t ( v 3 . 2 . 2 ) 7 5 a n d 
u s e d t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n v a l u e s o f t h e s e H V G s f o r P C A . T o d i s e n 
t a n g l e s a m p l e - s p e c i f i c b i o l o g i c a l v a r i a t i o n s ( t h a t i s , t u m o r - s p e c i f i c 
g e n e t i c a n d e p i g e n e t i c a l t e r a t i o n s ) f r o m c e l l s u b p o p u l a t i o n - s p e c i f i c 
v a r i a t i o n s a n d t o i n t e g r a t e m u l t i p l e s a m p l e s , w e a p p l i e d a l i n e a r 
a d j u s t m e n t m e t h o d ( H a r m o n y v l . O ) t o t h e f i r s t 1 0 0 P C s w i t h d e f a u l t 
p a r a m e t e r s t o g e n e r a t e a c o r r e c t e d e m b e d d i n g 7 6 . W e c h o s e t h e f i r s t 2 0 
H a r m o n y - c o r r e c t e d d i m e n s i o n s f o r u n i f o r m m a n i f o l d a p p r o x i m a t i o n 
a n d p r o j e c t i o n e m b e d d i n g ( U M A P ) e m b e d d i n g s , a n d c l u s t e r e d c e l l s 
b y S e u r a t ' s L o u v a i n a l g o r i t h m - b a s e d F i n d C l u s t e r s f u n c t i o n . C e l l s f r o m 
d i f f e r e n t s a m p l e s e x p r e s s i n g s i m i l a r g e n e p r o g r a m s w e r e w e l l m i x e d 
( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 a ) . W e n e x t i d e n t i f i e d d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d 
g e n e s b y S e u r a t ' s F i n d A I I M a r k e r s f u n c t i o n . W e t e s t e d g e n e s t h a t w e r e 
d e t e c t e d i n a m i n i m u m o f 3 0 % o f t h e c e l l s w i t h i n e a c h c l u s t e r a n d t h a t 
s h o w e d a t l e a s t a 0 . 5 - f o l d m e a n l o g d i f f e r e n c e . W e u t i l i z e d W i l c o x o n 
r a n k - s u m t e s t w i t h B o n f e r r o n i c o r r e c t i o n f o r m u l t i p l e t e s t i n g a n d o n l y 
k e p t g e n e s w i t h a d j u s t e d P v a l u e < 0 . 0 5 . 

Nonnegative matrix factorization (NMF) metaprogram 
analysis 
N M F w a s u s e d t o a s s e m b l e t r a n s c r i p t i o n a l p r o g r a m s f r o m r e l a t i v e 
e x p r e s s i o n s ( w i t h n e g a t i v e v a l u e s c o n v e r t e d t o z e r o ) 2 1 , 6 8 , 6 9 . W e d e r i v e d 
N M F p r o g r a m s f o r m a l i g n a n t c e l l s f r o m e a c h s a m p l e u s i n g t h e t o p 
1 0 , 0 0 0 o v e r - d i s p e r s e d g e n e s , a s d e t e r m i n e d b y P A G O D A 2 ( v O . 1 . 4 ) 7 7 . 
T h e n u m b e r o f f a c t o r s w a s s e t t o s i x f o r e a c h s a m p l e . B e c a u s e r e d u n 
d a n t N M F p r o g r a m s w e r e m e r g e d i n t o a s i n g l e m e t a p r o g r a m , t h e 

f i n a l m e t a p r o g r a m w a s n o t s e n s i t i v e t o t h e i n i t i a l l y c h o s e n n u m b e r o f 
f a c t o r s . W e s e l e c t e d t h e t o p 3 0 g e n e s w i t h t h e h i g h e s t N M F w e i g h t s 
f r o m e a c h N M F f a c t o r a n d s c o r e d a l l m a l i g n a n t c e l l s w i t h t h e s e N M F 
p r o g r a m s . W e t h e n c l u s t e r e d N M F p r o g r a m s b y h i e r a r c h i c a l c l u s t e r 
i n g ( d i s t a n c e m e t r i c : 1 - P e a r s o n c o r r e l a t i o n ; l i n k a g e : W a r d ' s l i n k a g e ) 
o n t h e s c o r e s f o r e a c h N M F p r o g r a m ( E x t e n d e d D a t a F i g . 2 b ) . T h i s 
r e v e a l e d e i g h t h i g h l y c o r r e l a t e d s e t s o f p r o g r a m s i n f r e s h t u m o r s a n d 
n i n e i n f r o z e n t u m o r s . W e m e r g e d t h e s e c o r r e l a t e d p r o g r a m s i n t o 
m e t a p r o g r a m s b y s e l e c t i n g t h e t o p 3 0 g e n e s w i t h t h e h i g h e s t a v e r a g e 
N M F w e i g h t w i t h i n e a c h c o r r e l a t e d p r o g r a m s e t ( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 
2 a n d S u p p l e m e n t a r y N o t e ) . 

Comparison and integration of fresh and frozen tumor 
metaprograms 
W e c o m p a r e d t r a n s c r i p t i o n a l m e t a p r o g r a m s i n d e p e n d e n t l y d e r i v e d 
f r o m f r e s h a n d f r o z e n t u m o r s b y p a i r w i s e c o r r e l a t i o n a n a l y s i s , s h o w 
i n g h i g h c o r r e l a t i o n s b e t w e e n t h e c y c l i n g , f r e s h O P C - l i k e - l / f r o z e n 
O P C - l i k e - a , O C - l i k e , A C - l i k e a n d M E S - l i k e s i g n a t u r e s ( E x t e n d e d D a t a 
F i g . 2 d ) . E v e n t h o u g h r i b o s o m a l p r o t e i n - e n c o d i n g g e n e s m a r k i n g 
t h e f r e s h O P C - l i k e - 2 m e t a p r o g r a m w e r e f i l t e r e d o u t i n t h e f r o z e n 
d a t a s e t t o e x c l u d e p o t e n t i a l t e c h n i c a l a r t i f a c t s f r o m r a n d o m c a p 
t u r e o f n u c l e i - a s s o c i a t e d r i b o s o m e s 6 7 , t h e f r o z e n O P C - l i k e - b p r o g r a m 
s h o w e d h i g h c o r r e l a t i o n w i t h t h e f r e s h O P C - l i k e - 2 s i g n a t u r e ( E x t e n d e d 
D a t a F i g . 2 d ) a n d s h o w e d h i g h e r e x p r e s s i o n o f p r e - O P C m a r k e r s , 
s u c h a s D L L 1 , HES6 a n d EGFR ( S u p p l e m e n t a r y F i g . 2 ) . T h e r e f o r e , w e 
i n d e p e n d e n t l y i d e n t i f i e d p r e - O P C - l i k e c e l l s i n o u r f r e s h a n d f r o z e n 
s c R N A - s e q / s n R N A - s e q d a t a . W e c o n s e q u e n t l y s c o r e d f r o z e n n u c l e i 
f o r a l l f r e s h m e t a p r o g r a m s , o n l y e x c h a n g i n g f r e s h O P C - l i k e - 2 w i t h 
f r o z e n O P C - l i k e - b t o a v o i d a r t i f a c t s d u e t o t h e f i l t e r i n g o f r i b o s o m a l 
p r o t e i n g e n e s . I f t h e r e s u l t i n g m a x i m u m e x p r e s s i o n s c o r e w a s < 0 . 2 , 
s i n g l e n u c l e i w e r e c l a s s i f i e d a s ' s c o r e t o o j o w ' ; i f > 0 . 2 , n u c l e i w e r e 
a s s i g n e d a c c o r d i n g t o t h e h i g h e s t - s c o r e d m e t a p r o g r a m ( E x t e n d e d 
D a t a F i g . 2 e , f ) . 

Analysis of cell type compositions 
W e a p p l i e d t h e B a y e s i a n m o d e l - b a s e d s i n g l e - c e l l c o m p o s i t i o n a l d a t a 
a n a l y s i s ( s c C O D A v O . 1 . 4 ) f r a m e w o r k t o i d e n t i f y a s s o c i a t i o n s o f c e l l 
c o m p o s i t i o n s w i t h d i f f e r e n t c l i n i c a l c o v a r i a t e s 7 8 . s c C O D A e m p l o y s 
h i e r a r c h i c a l D i r i c h l e t - m u l t i n o m i a l d i s t r i b u t i o n t h a t a c c o u n t s f o r t h e 
u n c e r t a i n t y a n d n e g a t i v e c o r r e l a t i v e b i a s i n c o m p o s i t i o n a l a n a l y s i s o f 
c e l l t y p e p r o p o r t i o n s . T h e m o d e l u s e s a l o g i t - n o r m a l s p i k e - a n d - s l a b 
p r i o r w i t h a l o g - l i n k f u n c t i o n a n d H a m i l t o n i a n M o n t e C a r l o s a m p l i n g t o 
e s t i m a t e t h e e f f e c t s o f c o v a r i a t e s o n c e l l t y p e p r o p o r t i o n s . T h e s a m p l e 
l e v e l c o u n t s o f c e l l a n n o t a t i o n s a n d c l i n i c a l c o v a r i a t e s w e r e u s e d a s 
i n p u t s f o r s c C O D A . T h e d e f a u l t p a r a m e t e r w a s u s e d w i t h A C - l i k e c e l l s 
s e l e c t e d a s t h e r e f e r e n c e c e l l t y p e . L o c a t i o n s a n d a g e s w e r e i n c l u d e d 
a s c o v a r i a t e s i n t h e m o d e l . T h e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e o f c h a n g e s i n 
c e l l c o m p o s i t i o n s w a s a s s e s s e d u s i n g c r e d i b l e e f f e c t s w i t h a 5 % f a l s e 
d i s c o v e r y r a t e . 

snATAC-seq data processing 
C e l l R a n g e r A T A C ( v l . 0 . 1 ) w a s u s e d t o p r o c e s s 1 0 X C h r o m i u m 
s n A T A C - s e q d a t a . W e u s e d c e l l r a n g e r - a t a c c o u n t s t o g e n e r a t e s i n g l e - c e l l 
a c c e s s i b i l i t y c o u n t s a n d c e l l r a n g e r - a g g r t o a g g r e g a t e m u l t i p l e s a m p l e s 
w i t h o u t s e t t i n g a n y n o r m a l i z a t i o n . T h e r e s u l t i n g p e a k - c e l l m a t r i x a n d 
m e t a d a t a w e r e t h e n a n a l y z e d i n S i g n a c ( v l . 1 . 0 ) 7 9 . 

W e r e m o v e d n u c l e i w i t h < 2 0 0 d e t e c t e d p e a k s a n d p e a k s d e t e c t e d 
i n < 1 0 n u c l e i . W e f u r t h e r k e p t n u c l e i w i t h t h e f o l l o w i n g : ( 1 ) t o t a l n u m 
b e r o f f r a g m e n t s i n p e a k s ( p e a k r e g i o n f r a g m e n t s ) b e t w e e n 1 , 5 0 0 
a n d 1 5 , 0 0 0 , ( 2 ) p e r c e n t o f r e a d s i n p e a k s ( p e t r e a d s j ' n p e a k s ) > 1 5 , 
( 3 ) r a t i o o f r e a d s i n g e n o m i c b l a c k l i s t r e g i o n s ( b l a c k l i s t r a t i o ) < 0 . 0 2 , 
( 4 ) a p p r o x i m a t e r a t i o o f m o n o n u c l e o s o m a l t o n u c l e o s o m e - f r e e f r a g 
m e n t s ( n u c l e o s o m e _ s i g n a l ) < 2 a n d ( 5 ) r a t i o o f f r a g m e n t s c e n t e r e d a t 
t h e t r a n s c r i p t i o n s t a r t s i t e ( T S S ) t o f r a g m e n t s i n T S S - f l a n k i n g r e g i o n s 
( T S S _ e n r i c h m e n t ) > 4 . A f t e r q u a l i t y c o n t r o l a n d f i l t e r i n g , a d a t a s e t 
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c o m p r i s i n g 2 1 1 , 0 9 6 p e a k s a n d 9 , 7 9 7 n u c l e i w a s u s e d f o r d o w n s t r e a m 
a n a l y s i s . 

W e n o r m a l i z e d d a t a u s i n g t e r m f r e q u e n c y - i n v e r s e d o c u m e n t 
f r e q u e n c y ( R u n T F I D F ) a n d c o n d u c t e d d i m e n s i o n a l i t y r e d u c t i o n 
u s i n g s i n g u l a r v a l u e d e c o m p o s i t i o n a n d t o p 2 5 % o f f e a t u r e s . W e c a l 
c u l a t e d k - n e a r e s t n e i g h b o r s u s i n g F i n d N e i g h b o u r s ( r e d u c t i o n = ' I s i ' , 
d i m s = 2 : 3 0 ) a n d o m i t t e d t h e f i r s t l a t e n t s e m a n t i c i n d e x i n g ( L S I ) c o m 
p o n e n t a s i t e x h i b i t e d a s t r o n g c o r r e l a t i o n w i t h s e q u e n c i n g d e p t h . W e 
t h e n i d e n t i f i e d c e l l c l u s t e r s b y s h a r e d n e a r e s t n e i g h b o r m o d u l a r i t y 
o p t i m i z a t i o n - b a s e d c l u s t e r i n g a l g o r i t h m a n d r a n t h e F i n d C l u s t e r s f u n c 
t i o n ( a l g o r i t h m = 3 / S L M a n d r e s o l u t i o n = 0 . 8 ) , a n d g e n e r a t e d a U M A P 
e m b e d d i n g u s i n g t h e R u n U M A P f u n c t i o n w i t h 2 - 3 0 L S I c o m p o n e n t s . 

W e c a l c u l a t e d g e n e a c t i v i t i e s f o r e a c h g e n e i n e a c h n u c l e u s b y 
s u m m i n g t h e p e a k c o u n t s i n t h e g e n e b o d y + p r o m o t e r r e g i o n ( 2 k b 
u p s t r e a m o f T S S ) . W e t h e n n o r m a l i z e d g e n e a c t i v i t i e s t o t h e m e d i a n 
o f t o t a l g e n e a c t i v i t i e s a n d p e r f o r m e d l o g t r a n s f o r m a t i o n . G e n e s w i t h 
d i f f e r e n t i a l a c t i v i t i e s ( D A G s ) w e r e i d e n t i f i e d b y r u n n i n g F i n d A I I M a r k e r s 
o n n o r m a l i z e d g e n e a c t i v i t i e s . W e t e s t e d g e n e s t h a t w e r e d e t e c t e d i n a 
m i n i m u m o f 2 0 % o f t h e c e l l s w i t h i n e a c h c l u s t e r b y W i l c o x o n r a n k - s u m 
t e s t w i t h B o n f e r r o n i m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n a n d o n l y k e p t g e n e s w i t h 
l o g f o l d c h a n g e > 0 . 1 a n d a d j u s t e d P < 0 . 0 5 . T o p D A G s w e r e u s e d f o r 
i n i t i a l a n n o t a t i o n o f e a c h c e l l c l u s t e r . P u t a t i v e n o n m a l i g n a n t c l u s t e r s 
w i t h h i g h l y a c c e s s i b l e c a n o n i c a l m a r k e r g e n e s w e r e i d e n t i f i e d , i n c l u d 
i n g m i c r o g l i a ( f o r e x a m p l e , C D 1 4 , C S F l R a n d S P P l ) , T c e l l s ( f o r e x a m p l e , 
CD2, CD3D a n d R H O H ) a n d t u m o r - a s s o c i a t e d o l i g o d e n d r o c y t e s ( f o r 
e x a m p l e , B C A S 1 , S 0 X 1 0 a n d S1RT2). 

scRNA-seq/snATAC-seq data integration 
W e a p p l i e d c a n o n i c a l c o r r e l a t i o n a n a l y s i s a s i m p l e m e n t e d i n 
S e u r a t t o i n t e g r a t e l o g n o r m a l i z e d g e n e a c t i v i t y s c o r e s o f A T A C - s e q 
d a t a a n d g e n e e x p r e s s i o n s c o r e s o f R N A - s e q d a t a . W e u s e d S e u r a t ' s 
' F i n d T r a n s f e r A n c h o r s ' f u n c t i o n f o r i n t e g r a t i o n , s p e c i f i e d t h e u n i o n o f 
t h e 2 , 7 6 4 a n d 2 , 0 0 0 m o s t v a r i a b l e g e n e s i n s c R N A - s e q a n d s n A T A C - s e q 
r e s p e c t i v e l y a s i n p u t f e a t u r e s , ' c c a ' a s t h e r e d u c t i o n m e t h o d , a n d 
d e f a u l t v a l u e s f o r t h e r e s t o f t h e p a r a m e t e r s . F o r e a c h c e l l p r o f i l e d b y 
s n A T A C - s e q , w e i d e n t i f i e d t h e n e a r e s t n e i g h b o r c e l l i n t h o s e p r o f i l e d 
b y s c R N A - s e q w i t h a n e a r e s t - n e i g h b o r s e a r c h i n t h e j o i n t c a n o n i c a l 
c o r r e l a t i o n ( C C A ) L 2 s p a c e . N e a r e s t n e i g h b o r s w e r e d e t e r m i n e d b y 
t h e ' F N N ' R p a c k a g e w i t h t h e ' k d t r e e ' a l g o r i t h m . 

Linking gene regulatory elements and gene expression across 
all cell types 
B e c a u s e R N A e x p r e s s i o n s a n d c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t i e s w e r e m e a s 
u r e d i n d i f f e r e n t c e l l s , w e a p p l i e d a c o r r e l a t i o n - b a s e d a p p r o a c h t o 
p s e u d o b u l k s a m p l e s a g g r e g a t i n g s n A T A C - s e q a n d s c R N A - s e q c o u n t s 
f r o m c o m p u t a t i o n a l l y m a t c h e d c e l l s t o i d e n t i f y p e a k - t o - g e n e l i n k s 
a s p u t a t i v e C R E s . W e d e f i n e d p s e u d o b u l k s a m p l e s b y r a n d o m l y 
s a m p l i n g 2 0 0 c e l l s f r o m t h e s n A T A C - s e q d a t a s e t a n d c o m b i n e d e a c h 
o f t h e s e 2 0 0 s e e d c e l l s w i t h t h e i r r e s p e c t i v e 9 9 n e a r e s t n e i g h b o r 
c e l l s i n t h e H a r m o n y - c o r r e c t e d A T A C - L S I s p a c e . H e n c e , e a c h o f t h e 
r e s u l t i n g p s e u d o b u l k s a m p l e c o m p r i s e d 1 0 0 c e l l s . W e c o m p u t e d 
p s e u d o b u l k p e a k c o u n t s b y s u m m i n g p e a k c o u n t s a c r o s s r e s p e c t i v e 
c o u n t s o f a l l 1 0 0 c e l l s w i t h i n e a c h p s e u d o b u l k s a m p l e . W i t h i n e a c h 
p s e u d o b u l k , w e m a t c h e d 1 0 0 A T A C c e l l s w i t h 1 0 0 R N A c e l l s a s t h e i r 
n e a r e s t n e i g h b o r s i n C C A L 2 s p a c e a n d o b t a i n e d p s e u d o b u l k R N A 
g e n e c o u n t s b y s u m m i n g g e n e c o u n t s a c r o s s t h e r e s p e c t i v e c o u n t s o f 
a l l 1 0 0 c e l l s w i t h i n e a c h p s e u d o b u l k s a m p l e . P s e u d o b u l k g e n e c o u n t s 
w e r e n o r m a l i z e d a s T P M . 

W e t h e n d e f i n e d p u t a t i v e p e a k - g e n e p a i r s b y a s s o c i a t i n g p e a k s 
w i t h a g e n o m i c d i s t a n c e w i t h i n 2 5 0 k b o f t h e T S S o f g e n e s p r o f i l e d 
b y s c R N A - s e q . E a c h p e a k i s o n l y l i n k e d t o i t s n e a r e s t g e n e . F o r e a c h 
c a n d i d a t e p e a k - g e n e p a i r , w e d e t e r m i n e d t h e P e a r s o n c o r r e l a t i o n 
c o e f f i c i e n t o f p e a k c o u n t s ( n o r m a l i z e d a s C P M ) a n d g e n e e x p r e s s i o n 
( T P M ) , a n d a d j u s t e d P v a l u e s f o r t h e s e c o e f f i c i e n t s f r o m a f - s t a t i s t i c 
u s i n g B e n j a m i n i - H o c h b e r g ( B H ) p r o c e d u r e . W e i d e n t i f i e d a s e t o f 

1 3 , 6 3 2 h i g h - c o n f i d e n c e p e a k - t o - g e n e l i n k s b y o n l y r e t a i n i n g p a i r s w i t h 
| P C C | > 0 . 2 a n d B H - a d j u s t e d / > < 0 . 0 5 . 

Integrative TF analysis 
W e i n t e g r a t e d s c R N A - s e q a n d s c A T A C - s e q d a t a t o i d e n t i f y p u t a t i v e 
r e g u l a t o r y n e t w o r k s o f T F - t a r g e t p a i r s . F o r e a c h T F d o c u m e n t e d i n 
t h e J A S P A R ( 2 0 2 0 ) T F m o t i f d a t a b a s e , w e c o m p u t e d i t s m e a n e x p r e s 
s i o n ( T P M ) a n d e x a m i n e d t h e f r e q u e n c y o f i t s m o t i f ( s ) w i t h i n t h e C R E s 
l o c a t e d i n t h e T S S ± 1 0 k b r e g i o n o f i t s p r e d i c t e d t a r g e t g e n e s b y S C E 
N I C 8 0 . W e t h e n k e p t T F s w i t h m e a n T P M > 4 a n d o v e r - r e p r e s e n t e d 
b i n d i n g m o t i f s i n C R E s . N e x t , w e k e p t T F s t h a t w e r e a m o n g t h e t o p 
3 0 T F r e g u l o n s w i t h t h e h i g h e s t s p e c i f i c i t y s c o r e o f a n y c e l l t y p e . T h i s 
r e s u l t e d i n a t o t a l o f 6 5 T F s ( S u p p l e m e n t a r y T a b l e 4 ) . O f t h e s e T F s , 1 9 
w e r e s p e c i f i c t o O P C - l i k e c e l l s ( f o r e x a m p l e , E G R 1 J U N , H E S 6 ) , 1 0 w e r e 
s p e c i f i c t o O C - l i k e c e l l s ( f o r e x a m p l e , S O X 4 , S O X 1 0 ) , 2 1 w e r e s p e c i f i c t o 
A C - l i k e c e l l s ( f o r e x a m p l e , G L I 2 , S T A T 3 a n d S O X 9 ) a n d 1 5 w e r e s p e c i f i c 
t o M E S - l i k e c e l l s ( f o r e x a m p l e , F O S L 2 , C E B P D a n d E L K 3 ) . 

F o r e a c h G P C , w e l e v e r a g e d t w o c o m p l e m e n t a r y a p p r o a c h e s t o 
i d e n t i f y c o r e T F s t h a t m a y r e g u l a t e e x p r e s s i o n s o f t h i s g e n e . F i r s t , w e 
s e l e c t e d T F s t h a t w e r e p r e d i c t e d t o r e g u l a t e e x p r e s s i o n s o f t h e t a r g e t 
G P C b y S C E N I C a n a l y s i s . S e c o n d , w e e x a m i n e d i f T F s i d e n t i f i e d a b o v e 
p o s s e s s b i n d i n g m o t i f s t h a t a r e o v e r - r e p r e s e n t e d i n t h e C R E s l i n k e d 
t o t h e t a r g e t G P C u s i n g a h y p e r g e o m e t r i c t e s t . W e k e p t T F s t h a t a r e 
p r e d i c t e d t o g o v e r n t h e e x p r e s s i o n o f a t a r g e t G P C a n d h a r b o r b i n d i n g 
m o t i f s s u b s t a n t i a l l y e n r i c h e d i n C R E s l i n k e d t o t h e t a r g e t G P C ( S u p 
p l e m e n t a r y T a b l e 4 ) . 

Analysis of HybISS data 
I m a g e p r o c e s s i n g a n d d e c o d i n g . E a c h f i e l d o f v i e w ( F O V ) i m a g e w a s 
m a x i m u m i n t e n s i t y p r o j e c t e d t o o b t a i n a f l a t t e n e d t w o - d i m e n s i o n a l 
i m a g e . T h e s e i m a g e s w e r e t h e n a n a l y z e d u s i n g i n - h o u s e c u s t o m s o f t 
w a r e t h a t h a n d l e s i m a g e p r o c e s s i n g a n d g e n e c a l l i n g b a s e d o n t h e 
p y t h o n p a c k a g e S t a r f i s h v O . 2 . 1 ( r e f . 8 1 ) . E a c h t w o - d i m e n s i o n a l F O V w a s 
e x p o r t e d , a n d p r e p r o c e s s e d i n c l u d i n g a l i g n m e n t b e t w e e n c y c l e s , a n d 
s t i t c h e d t o g e t h e r u s i n g t h e M I S T a l g o r i t h m . S t i t c h i n g w a s f o l l o w e d b y 
r e t i l i n g t o c r e a t e s m a l l e r n o n o v e r l a p p i n g 6 , 0 0 0 x 6 , 0 0 0 p i x e l i m a g e s 
t h a t w e r e t h e n u s e d f o r d e c o d i n g . T h e d e c o d i n g p i p e l i n e c a n b e f o u n d 
a t h t t p s : / / g i t h u b . c o m / M o l d i a / i s s _ s t a r f i s h / . U s i n g S t a r f i s h , i m a g e s w e r e 
i n i t i a l l y f i l t e r e d b y a p p l y i n g a w h i t e t o p h a t f i l t e r . T h e f i l t e r e d i m a g e s 
w e r e s u b s e q u e n t l y n o r m a l i z e d , a n d s p o t s w e r e t h e n d e t e c t e d u s i n g t h e 
F i n d S p o t s m o d u l e f r o m S t a r f i s h a n d d e c o d e d u s i n g M e t r i c D i s t a n c e 
d e c o d i n g . 

Malignant versus nonmalignant cell typing 
T o d i s t i n g u i s h b e t w e e n m a l i g n a n t ( H 3 - K 2 7 M p o s i t i v e ) a n d n o n m a l i g 
n a n t ( H 3 - K 2 7 M n e g a t i v e ) c e l l s , I S S e x p r e s s i o n m a p s w e r e a l i g n e d t o 
I F i m a g e s , b o t h t a k e n f r o m t h e s a m e t i s s u e s e c t i o n , a n d t h e m e a n I F 
i n t e n s i t y o f e a c h c e l l w a s c a l c u l a t e d . A l l I F H 3 - K 2 7 M p o s i t i v e c e l l s w e r e 
c a t e g o r i z e d a s m a l i g n a n t b a s e d o n a m i n i m u m I F t h r e s h o l d i n e a c h 
s a m p l e , w h i l e D A P I p o s i t i v e a n d H 3 - K 2 7 M n e g a t i v e c e l l s w e r e c a t e g o 
r i z e d a s n o n m a l i g n a n t b a s e d o n a m a x i m u m I F t h r e s h o l d . C e l l s w i t h I F 
i n t e n s i t i e s b e t w e e n t h e t w o t h r e s h o l d s w e r e c o n s i d e r e d a m b i g u o u s 
a n d e x c l u d e d f r o m t h e a n a l y s i s . W e o b t a i n e d s p a t i a l t r a n s c r i p t o m i c 
p r o f i l e s o f a t o t a l o f 1 2 5 , 8 0 1 h i g h - q u a l i t y c e l l s ( 5 6 , 6 6 4 m a l i g n a n t c e l l s , 
6 9 , 1 3 7 n o n m a l i g n a n t c e l l s ) . 

pciSeq 
T o i d e n t i f y t h e c e l l u l a r i d e n t i t y o f n o n m a l i g n a n t a n d c a n c e r c e l l s , t w o 
d i f f e r e n t m e t h o d s w e r e a p p l i e d . P r o b a b i l i s t i c c e l l m a p s o f m a l i g n a n t 
c e l l s w e r e c r e a t e d u s i n g p c i S e q v O . 0 . 4 5 . T h e p c i S e q p i p e l i n e a s s i g n s t h e 
s p a t i a l c o o r d i n a t e s o f g e n e s f r o m t h e I S S m a p s t o D A P I - s t a i n e d n u c l e i 
b a s e d o n t h e p r o x i m i t y a n d a s s i g n s i n d i v i d u a l c e l l s t o c e l l t y p e d e f i n i 
t i o n s d e f i n e d b y o u r H 3 - K 2 7 M D M G s c R N A - s e q d a t a s e t . T h e p c i S e q 
p i p e l i n e i s p u b l i c l y a v a i l a b l e ( h t t p s : / / g i t h u b . c o m / a c y c l i q / p c i S e q ) 8 2 . 
I n c o n t r a s t , d u e t o t h e p r e s e n c e o f u n i q u e l y e x p r e s s e d m a r k e r s i n t h e 
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p a n e l , n o n m a l i g n a n t c e l l t y p e s w e r e i d e n t i f i e d b y t h e e x p r e s s i o n o f k e y 
m a r k e r g e n e s i n e a c h s a m p l e . H e r e w e a s s i g n e d n o n m a l i g n a n t c e l l t y p e s 
b y l a c k o f H 3 - K 2 7 M s i g n a l i n I F s t a i n i n g a n d c o n c o m i t a n t e x p r e s s i o n o f 
k e y m a r k e r s , s u c h a s M B P f o r o l i g o d e n d r o c y t e s , E S A M f o r e n d o t h e l i a l , 
M Y L 9 f o r p e r i c y t e s , G F A P f o r a s t r o c y t e s , C D 7 4 f o r T A M s , D L G 4 f o r 
n e u r o n s . T c e l l s w e r e e x c l u d e d f r o m d o w n s t r e a m a n a l y s e s d u e t o v e r y 
l o w n u m b e r s i d e n t i f i e d . 

Spatial enrichment and neighbors analysis 
T o e x p l o r e p r o x i m i t i e s b e t w e e n t h e d i f f e r e n t c e l l t y p e s , n e i g h b o r 
h o o d e n r i c h m e n t a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g S q u i d p y v l . 1 . 2 ( r e f . 
8 3 ) . B r i e f l y , t h e s p a t i a l c o o r d i n a t e s o f t h e m a p p e d c e l l s w e r e u s e d t o 
i d e n t i f y s p a t i a l e n r i c h m e n t o f c e l l t y p e s a t a s p e c i f i c r a d i u s , a n d a n 
e n r i c h m e n t s c o r e f o r e a c h d e f i n e d c e l l t y p e w a s c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e 
n u m b e r o f c o n n e c t i o n s f o r e a c h c e l l c l u s t e r . T h e n u m b e r o f o b s e r v e d 
c o n n e c t i o n e v e n t s w a s c o m p a r e d a g a i n s t 1 0 0 p e r m u t a t i o n s , a n d a Z 
s c o r e w a s c o m p u t e d f o r e a c h c e l l t y p e t h a t c a n b e p o s i t i v e ( i n d i c a t i n g 
p o s i t i v e c o l o c a l i z a t i o n ) o r n e g a t i v e ( i n d i c a t i n g n e g a t i v e c o l o c a l i z a -
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Extended Data Fig. 1 1 Non-malignant cell populat ions. U M A P p r o j e c t i o n s h i g h l i g h t i n g n o n - m a l i g n a n t c e l l c l u s t e r s b y e x p r e s s i o n o f c a n o n i c a l m a r k e r s o f ( a ) T u m o r -
a s s o c i a t e d m y e l o i d c e l l s , ( b ) T c e l l s , ( c ) O l i g o d e n d r o c y t e s , ( d ) E n d o t h e l i a l c e l l s . 
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Extended Data Fig. 21 Int ratumoral t ranscr ipt ional heterogeneity of 
H3-K27M DMGs. ( a ) U M A P o f f r e s h t u m o r c e l l s , h i g h l i g h t i n g o r i g i n a l s a m p l e s 
( c o l o r l e g e n d ) a f t e r b a t c h e f f e c t c o r r e c t i o n , ( b ) P a i r w i s e P e a r s o n c o r r e l a t i o n s 
( c o l o r s c a l e ) b e t w e e n N M F f a c t o r s d e r i v e d f r o m e a c h f r e s h t u m o r s a m p l e 
( x - a x i s ) . H i g h l y c o r r e l a t e d N M F f a c t o r s w e r e c o m b i n e d a s m e t a p r o g r a m s . ( c ) 
P a i r w i s e P e a r s o n c o r r e l a t i o n s ( c o l o r s c a l e ) b e t w e e n m e t a p r o g r a m s d e r i v e d 
f r o m f r e s h H 3 - K 2 7 M D M G s , G B M 3 3 , I D H - m u t a n t g l i o m a 3 5 , ( d ) P a i r w i s e P e a r s o n 
c o r r e l a t i o n s ( c o l o r s c a l e ) b e t w e e n m e t a p r o g r a m s i n d e p e n d e n t l y d e r i v e d f r o m 
f r e s h a n d f r o z e n t u m o r s , ( e ) P r o p o r t i o n s ( y - a x i s ) o f p r o j e c t e d f r e s h t u m o r 
d e r i v e d m e t a p r o g r a m s ( c o l o r l e g e n d ) , t h a t w e r e h i g h l y c o r r e l a t e d t o r e s p e c t i v e 
f r o z e n m e t a p r o g r a m s , a n d o f f r e s h O P C - l i k e - 3 , a c r o s s f r o z e n t u m o r n u c l e i 
( x - a x i s ) . I n s t e a d o f f r e s h O P C - l i k e - 2 , c o r r e l a t e d f r o z e n O P C - l i k e - b w a s s c o r e d t o 
m i n i m i z e t e c h n i c a l a r i e f a c t s ( s e e m e t h o d s ) . N u c l e i w i t h s c o r e s < 0 . 2 a r e d e n o t e d 
a s ' s c o r e t o o l o w ' , ( f ) U M A P o f f r o z e n t u m o r n u c l e i a f t e r b a t c h e f f e c t c o r r e c t i o n , 
w i t h c o l o r l e g e n d d e p i c t i n g a n n o t a t i o n b a s e d o n s i n g l e - c e l l s c o r e s o f a l l f r e s h 

m e t a p r o g r a m s a n d f r o z e n O P C - l i k e - b ( s e e m e t h o d s ) , ( g ) P r o p o r t i o n o f a l l c e l l s / 
n u c l e i a s s i g n e d a s c y c l i n g v s . n o n - c y c l i n g ( c o l o r l e g e n d ) a c r o s s m e t a p r o g r a m s . 
( h ) U M A P o f l o c a t i o n m a t c h e d I D H - m u t a n t m i d l i n e t u m o r s , h i g h l i g h t i n g 
i n d e p e n d e n t l y d e r i v e d m e t a p r o g r a m s . ( i ) B o x p l o t s d e p i c t i n g m e t a p r o g r a m 
p r o p o r t i o n s i n a l l t u m o r s c o m p a r e d b y a d u l t v s . p e d i a t r i c a g e g r o u p s , c o n t r o l l e d 
f o r p o n t i n e ( l e f t ) o r t h a l a m i c ( r i g h t ) l o c a t i o n s ( T h a l a m i c : a d u l t ( N = 6 ) , p e d i a t r i c 
( N = 8 ) ; P o n t i n e : a d u l t ( N = 4 ) , p e d i a t r i c ( N = 1 5 ) ) . ( j ) B o x p l o t s d e p i c t i n g 
m e t a p r o g r a m p r o p o r t i o n s i n a l l t u m o r s c o m p a r e d b y p o n t i n e a n d t h a l a m i c 
l o c a t i o n s , c o n t r o l l e d f o r p e d i a t r i c ( l e f t ) o r a d u l t ( r i g h t ) a g e g r o u p s ( A d u l t : 
t h a l a m i c ( N = 6 ) , p o n t i n e ( N = 4 ) ; P e d i a t r i c : t h a l a m i c ( N = 8 ) , p o n t i n e ( N = 1 5 ) ) . I n 
( i ) a n d ( j ) T h e m e d i a n i s m a r k e d b y t h e t h i c k l i n e w i t h i n t h e b o x p l o t , t h e f i r s t a n d 
t h i r d q u a r t i l e s b y t h e u p p e r a n d l o w e r l i m i t s , a n d t h e 1 . 5 x i n t e r q u a r t i l e r a n g e b y 
t h e w h i s k e r s . *** d e n o t e s c r e d i b l e s t a t i s t i c a l c h a n g e s a s a s s e s s e d b y a B a y e s i a n 
s c C O D A m o d e l , w i t h F D R < 0 . 0 5 , w i t h o u t m u l t i p l e t e s t c o r r e c t i o n . 
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Extended Data Fig. 31 Region-specific states of OPC-like cel ls, ( a ) P r o j e c t i o n 
o f f r e s h t u m o r - d e r i v e d m e t a p r o g r a m s ( x - a x i s ) o n t o s c R N A - s e q d e r i v e d n o r m a l 
c e l l t y p e s ( y - a x i s ) o f t h e h u m a n h i p p o c a m p u s 4 3 . C o l o r s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n 
s c o r e s o f n o r m a l c e l l s i g n a t u r e s i n t u m o r c e l l s , w h i l e s y m b o l s i z e s d e p i c t 
e x p r e s s i o n s c o r e s o f t u m o r c e l l s i g n a t u r e s i n n o r m a l c e l l s . S y m b o l s h a p e d e n o t e s 
P e a r s o n c o r r e l a t i o n o f e x p r e s s i o n s , w i t h c i r c l e d e n o t i n g r > = 0 . 5 , a n d s q u a r e 
d e n o t i n g r < 0 . 5 . ( b ) P r o j e c t i o n o f f r e s h t u m o r - d e r i v e d m e t a p r o g r a m s ( x - a x i s ) 
o n t o s c R N A - s e q d e r i v e d n o r m a l c e l l t y p e s ( y - a x i s ) o f t h e d e v e l o p i n g h u m a n 
c o r t e x 4 0 . C o l o r s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n s c o r e s o f n o r m a l c e l l s i g n a t u r e s i n 
t u m o r c e l l s , w h i l e s y m b o l s i z e s d e p i c t e x p r e s s i o n s c o r e s o f t u m o r c e l l s i g n a t u r e s 
i n n o r m a l c e l l s . S y m b o l s h a p e d e n o t e s P e a r s o n c o r r e l a t i o n o f e x p r e s s i o n s , w i t h 

Pseudot ime - 2 - 1 0 1 2 

c i r c l e d e n o t i n g r > = 0 . 5 , a n d s q u a r e d e n o t i n g r < 0 . ( c ) P r o j e c t i o n o f f r e s h t u m o r -
d e r i v e d m e t a p r o g r a m s ( x - a x i s ) o n t o s c R N A - s e q d e r i v e d n o r m a l c e l l t y p e s ( y - a x i s ) 
o f t h e n e o n a t a l m o u s e c o r t e x 4 2 . C o l o r s c a l e p r e s e n t s e x p r e s s i o n s c o r e s o f n o r m a l 
c e l l s i g n a t u r e s i n t u m o r c e l l s , w h i l e s y m b o l s i z e s d e p i c t e x p r e s s i o n s c o r e s o f 
t u m o r c e l l s i g n a t u r e s i n n o r m a l c e l l s . S y m b o l s h a p e d e n o t e s P e a r s o n c o r r e l a t i o n 
o f e x p r e s s i o n s , w i t h c i r c l e d e n o t i n g r > = 0 . 5 , a n d s q u a r e d e n o t i n g r < 0 . ( d ) 
D i f f u s i o n m a p e m b e d d i n g o f s i n g l e O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n t r a n s c r i p t o m e s 
( l e f t ) a n d p s e u d o t i m e a n a l y s i s b y S l i n g s h o t w h e r e t h e c o l o r s c a l e r e p r e s e n t s 
t h e r e l a t i v e p s e u d o t i m e ( r i g h t ) , ( e ) H e a t m a p r e p r e s e n t i n g Z - s c o r e d e x p r e s s i o n 
l e v e l s ( c o l o r s c a l e ) o f p r e - O P C a n d O P C m a r k e r g e n e s ( r o w s ) i n t u m o r O P C - l i k e 
s u b p o p u l a t i o n s o r d e r e d a l o n g p s e u d o t i m e ( c o l u m n s ) . 
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Extended Data Fig. 41 Character ist ic chromat in profiles of H3-K27MDMG 
cell populat ions, ( a ) U M A P o f a l l n u c l e i p r o f i l e d b y s n A T A C - s e q f r o m 8 s a m p l e s 
( c o l o r l e g e n d ) , ( b ) U M A P o f a l l n u c l e i p r o f i l e d b y s n A T A C - s e q , h i g h l i g h t i n g 
a s s i g n m e n t s a s m a l i g n a n t o r d i f f e r e n t n o n m a l i g n a n t c e l l t y p e s , ( c ) U M A P o f 
a l l s n A T A C s e q d e r i v e d t u m o r n u c l e i , h i g h l i g h t i n g s a m p l e o f o r i g i n a f t e r b a t c h 
e f f e c t c o r r e c t i o n , ( d ) S a m p l e l e v e l c l u s t e r i n g a n a l y s e s a n d d e n o v o c e l l t y p e 
a n n o t a t i o n s ( c o l o r l e g e n d s ) , ( e ) D o t p l o t r e p r e s e n t a t i o n o f g e n e a c t i v i t i e s 
( c o l o r s c a l e ) a n d p r o p o r t i o n o f n u c l e i a c c e s s i b l e ( d o t s i z e ) i n s n A T A C - s e q 
p r o f i l e s o f A C - l i k e - a l t . , A C - l i k e a n d O P C - l i k e c e l l s ( y - a x i s ) f o r c a n o n i c a l m a r k e r 
g e n e s o f A C - l i k e , O P C - l i k e , N P C - l i k e ( a s i d e n t i f i e d i n N e f t e l e t a l . , 2 0 1 9 3 3 ) , a n d 
g l u t a m a t e r g i c ( a s d e s c r i b e d t o b e e n r i c h e d i n O P C - l i k e c e l l s b y V e n k a t e s h e t a l . , 
2 0 1 9 2 5 ) t u m o r c e l l s , ( f ) S c R N A - s e q d e r i v e d l o g t r a n s f o r m e d e x p r e s s i o n l e v e l s 

o f s y n a p s e - a s s o c i a t e d g e n e s d i f f e r e n t i a l l y a c c e s s i b l e i n A C - l i k e - a l t . c e l l s , ( g ) 
C e l l s t a t e a n n o t a t i o n s o f a l l s n A T A C - s e q t u m o r n u c l e i b a s e d o n s c R N A - s e q d a t a 
f o l l o w i n g c a n o n i c a l c o r r e l a t i o n ( C C A ) a n d l a b e l t r a n s f e r a n a l y s e s , ( h ) U M A P o f 
c h r o m a t i n a c c e s s i b i l i t y p r o f i l e s o f a l l O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s ( c o l o r l e g e n d ) , 
( i ) & ( j ) D o t p l o t r e p r e s e n t a t i o n o f g e n e a c t i v i t i e s ( c o l o r s c a l e ) a n d p r o p o r t i o n o f 
n u c l e i a c c e s s i b l e ( d o t s i z e ) i n s n A T A C - s e q p r o f i l e s o f d i f f e r e n t t u m o r O P C - l i k e 
s u b p o p u l a t i o n s ( x - a x i s ) f o r t o p d i f f e r e n t i a l l y a c c e s s i b l e m a r k e r g e n e s ( i ) a n d 
T F s ( j ) d e r i v e d f r o m s t u d i e s o f n o r m a l p r e - O P C s a n d O P C s 4 5 . ( k ) V e n n d i a g r a m s 
d e p i c t i n g t h e i n t e r s e c t i o n o f d i f f e r e n t i a l l y a c c e s s i b l e c h r o m a t i n s i t e s w i t h C R E s 
t h a t a r e l i n k e d t o G P C s f o r e a c h c e l l t y p e , p - v a l u e s c a l c u l a t e d f r o m a t w o - s i d e d 
h y p e r g e o m e t r i c t e s t a r e s h o w n . 
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Extended Data Fig. 51 The myeloid cell landscape of H 3 - K 2 7 M DMGs. ( a ) 
B o x p l o t d e p i c t i n g T A M p r o p o r t i o n s i n a l l t u m o r a n d n o r m a l c e l l s p r o f i l e d b y 
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b i o l o g i c a l l y i n d e p e n d e n t s a m p l e s . T h e m e d i a n i s m a r k e d b y t h e t h i c k l i n e w i t h i n 
t h e b o x p l o t , t h e f i r s t a n d t h i r d q u a r t i l e s b y t h e u p p e r a n d l o w e r l i m i t s , a n d t h e 
1 . 5 x i n t e r q u a r t i l e r a n g e b y t h e w h i s k e r s , ( b ) D i s t r i b u t i o n s ( m e a n v a l u e s + / -
2 x S E M ) o f m a c r o p h a g e a n d m i c r o g l i a p r o p o r t i o n s w i t h i n T A M s a c r o s s N = 1 6 
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p o n t i n e a n d t h a l a m i c t u m o r s , ( c ) & ( e ) V e n n d i a g r a m d e p i c t i n g s h a r e d a n d 
s p e c i f i c O P C - l i k e - t o - m y e l o i d ( c ) a n d m y e l o i d - t o - O P C - l i k e ( e ) l i g a n d - r e c e p t o r 
i n t e r a c t i o n s b e t w e e n d i f f e r e n t O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n s . ( d ) & ( f ) L i g a n d -
r e c e p t o r i n t e r a c t i o n s a s s e s s e d f o r e a c h O P C - l i k e s u b p o p u l a t i o n f o r O P C - l i k e -
t o - m y e l o i d ( d ) a n d m y e l o i d - t o - O P C - l i k e ( f ) i n t e r a c t i o n s . C o l o r s c a l e d e p i c t s 
p r o b a b i l i t i e s o f i n t e r a c t i o n , w h i l e d o t s i z e d e n o t e s B e n j a m i n i - H o c h b e r g ( B H ) -
c o r r e c t e d p - v a l u e s f r o m a t w o - s i d e d p e r m u t a t i o n t e s t . 
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Extended Data Fig. 61 The single-cell spatial t ranscr iptomic architecture of 
H3-K27M DMGs. ( a ) R e p r e s e n t a t i v e H y b I S S g e n e m a p s f o r 1 6 H 3 - K 2 7 M t u m o r s ( 1 
e x p e r i m e n t / t u m o r o v e r t h e e n t i r e i m a g e s e c t i o n w i t h 1 0 0 - 2 0 , 0 0 0 c e l l s p r o f i l e d / 
t u m o r ) . S c a l e b a r c o r r e s p o n d s t o 1 0 0 u m i n a l l p a n e l s , ( b ) C o n f u s i o n m a t r i x o f 
p c i S e q d e r i v e d t u m o r c e l l s t a t e s c o r e s f o r a l l s a m p l e s . T h e c o l o r s c a l e r e p r e s e n t s 
t h e m e a n p r o b a b i l i t y a s s i g n e d t o a c e l l w h e n a s p e c i f i c c e l l s t a t e i s p r e d i c t e d . 
H i g h e r v a l u e s i n d i c a t e a m o r e p r o b a b l e p r e d i c t i o n , ( c ) S c a t t e r p l o t r e p r e s e n t i n g 
n u m b e r s o f m a l i g n a n t c e l l s a s s i g n e d t o a c e l l s t a t e ( c o l o r s c a l e ) f o r e a c h s a m p l e 
( d o t ) , a s i n f e r r e d f r o m p c i S e q b a s e d o n 1 1 6 m a r k e r g e n e s ( y - a x i s ) o r o n t h e 4 
b e s t m a r k e r s ( x - a x i s ) . T h e P e a r s o n c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t b e t w e e n b o t h m a r k e r 
s e t s i s s h o w n i n r e d . ( d ) S a m p l e - l e v e l p r o p o r t i o n s ( x - a x i s ) o f m a l i g n a n t a n d 
n o n - m a l i g n a n t c e l l s ( c o l o r l e g e n d ) a c r o s s 1 6 t u m o r s ( y - a x i s ) p r o f i l e d b y H y b I S S 
a s a s s e s s e d b y a n t i - H 3 . 3 K 2 7 M I F . ( e ) S a m p l e - l e v e l p r o p o r t i o n s ( x - a x i s ) o f n o n -
m a l i g n a n t c e l l t y p e s ( c o l o r l e g e n d ) a s s i g n e d b y H y b I S S f o r t h e 1 6 H 3 - K 2 7 M D M G s 

( y - a x i s ) . ( f ) S c a t t e r p l o t r e p r e s e n t i n g n u m b e r s o f m a l i g n a n t c e l l s a s s i g n e d t o a 
s p e c i f i c c e l l s t a t e ( c o l o r s c a l e ) f o r e a c h s a m p l e p r o f i l e d ( d o t ) , a s i n f e r r e d f r o m 
p c i S e q b a s e d o n 1 1 6 m a r k e r g e n e s ( y - a x i s ) o r o n s e l e c t e d I F m a r k e r s ( P D G F R A , 
B C A S 1 , G F A P , C D 4 4 / C D 6 3 ) ( x - a x i s ) . T h e P e a r s o n c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t 
b e t w e e n b o t h m a r k e r s e t s i s s h o w n i n r e d . ( g ) & ( h ) R e p r e s e n t a t i v e m u l t i p l e x e d 
I F ( C O D E X ) i m a g e s , s h o w i n g s p a t i a l l y d i s t i n c t s u b p o p u l a t i o n s o f m a l i g n a n t 
( m a r k e r : H 3 - K 2 7 M ) O P C - l i k e ( m a r k e r : P D G F R A ) , O C - l i k e ( m a r k e r : B C A S 1 ) , A C - l i k e 
( m a r k e r : G F A P ) , a n d p r o l i f e r a t i n g c e l l s ( m a r k e r : K i 6 7 ) i n ( g ) , a n d o f M E S - l i k e 
( m a r k e r : C D 4 4 / C D 6 3 ) a n d m y e l o i d c e l l s ( m a r k e r : I B A 1 ) i n ( h ) . F o r e a c h t u m o r , 
o n e e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d w i t h - 7 0 , 0 0 0 - 1 . 2 m i l l i o n i n d i v i d u a l c e l l s p r o f i l e d 
p e r s a m p l e o v e r t h e e n t i r e t i s s u e s e c t i o n , ( i ) N e i g h b o r h o o d e n r i c h m e n t a n a l y s i s 
b e t w e e n a l l m a l i g n a n t a n d n o n - m a l i g n a n t c e l l p o p u l a t i o n s , i d e n t i f i e d a t 5 0 u r n 
T h e c o l o r s c a l e d e n o t e s t h e p r o b a b i l i t y o f f i n d i n g a c e l l w h e n a s e c o n d c e l l t y p e i s 
p r e s e n t d i v i d e d b y t h e p r o b a b i l i t y o f f i n d i n g t h e s e c o n d c e l l t y p e . 
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^ L i f e s c i e n c e s ] B e h a v i o u r a l & s o c i a l s c i e n c e s ] E c o l o g i c a l , e v o l u t i o n a r y & e n v i r o n m e n t a l s c i e n c e s 

F o r a r e f e r e n c e c o p y o f t h e d o c u m e n t w i t h a l l s e c t i o n s , s e e n a t u r e . c o m / d o c u m e n t s / n r - r e p o r t i n R - s u m m a r v - f l a t . p d f 

L i f e s c i e n c e s s t u d y d e s i g n 
A l l s t u d i e s m u s t d i s c l o s e o n t h e s e p o i n t s e v e n w h e n t h e d i s c l o s u r e i s n e g a t i v e . 

S a m p l e S i z e S a m p l e s i z e w a s d e t e r m i n e d b y t h e a v a i l a b i l i t y o f d o n o r a n d p a t i e n t - d e r i v e d m a t e r i a l . 

D a t a e x c l u s i o n s A l l o f t h e d a t a a c q u i r e d w a s u t i l i z e d f o r a n a l y s i s , a n d q u a l i t y c o n t r o l f i l t e r s f o r s c R N A - s e q a n d s c A T A C - s e q d a t a a r e s p e c i f i e d i n t h e M e t h o d s 
s e c t i o n . 

R e p l i c a t i o n W e p e r f o r m e d > 1 0 i n d e p e n d e n t b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s f o r e a c h c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p ( p e d i a t r i c , a d u l t , p o n t i n e , t h a l a m i c ) v i a s i n g l e c e l l 
p r o f i l i n g . W e s u c c e s s f u l l y r e p l i c a t e d o u r f i n d i n g s a c r o s s d i f f e r e n t t u m o r s o f e a c h c l i n i c o - a n a t o m i c a l g r o u p . 

R a n d o m i z a t i o n A c q u i s i t i o n o f p r i m a r y p a t i e n t t u m o r s a m p l e s w a s n o t r a n d o m i z e d a s a l l H 3 - K 2 7 M m u t a n t d i f f u s e m i d l i n e g l i o m a s a c r o s s d i f f e r e n t a g e g r o u p s 
a n d a n a t o m i c a l l o c a t i o n s w e r e i n c l u d e d i n t h e s t u d y i n a n u n b i a s e d f a s h i o n . 

B l i n d i n g B l i n d i n g w a s n o t a p p l i c a b l e a s n o e f f e c t s o f t r e a t m e n t s o r p e r t u r b a t i o n s w e r e a s s e s s e d . 
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R e p o r t i n g f o r s p e c i f i c m a t e r i a l s , s y s t e m s a n d m e t h o d s  
W e r e q u i r e i n f o r m a t i o n f r o m a u t h o r s a b o u t s o m e t y p e s o f m a t e r i a l s , e x p e r i m e n t a l s y s t e m s a n d m e t h o d s u s e d i n m a n y s t u d i e s . H e r e , i n d i c a t e w h e t h e r e a c h m a t e r i a l , 
s y s t e m o r m e t h o d l i s t e d i s r e l e v a n t t o y o u r s t u d y . I f y o u a r e n o t s u r e i f a l i s t i t e m a p p l i e s t o y o u r r e s e a r c h , r e a d t h e a p p r o p r i a t e s e c t i o n b e f o r e s e l e c t i n g a r e s p o n s e . 

M a t e r i a l s & e x p e r i m e n t a l s y s t e m s 
n / a 

• 

• 

I n v o l v e d i n t h e s t u d y 

^1 A n t i b o d i e s 

1 E u k a r y o t i c c e l l l i n e s 

J P a l a e o n t o l o g y a n d a r c h a e o l o g y 

J A n i m a l s a n d o t h e r o r g a n i s m s 

^ H u m a n r e s e a r c h p a r t i c i p a n t s 

"1 C l i n i c a l d a t a 

~2 D u a l u s e r e s e a r c h o f c o n c e r n 

M e t h o d s 
n / a 

X 
• 

n v o l v e d i n t h e s t u d y 

J C h l P - s e q 

^ F l o w c y t o m e t r y 

J M R I - b a s e d n e u r o i m a g i n g 

A n t i b o d i e s 
A n t i b o d i e s u s e d 

V a l i d a t i o n 

R e c o m b i n a n t A n t i - H i s t o n e H 3 m u t a t e d K 2 7 M ( A b e a m a b l 9 0 6 3 1 . L o t : G R 3 3 3 3 1 7 0 - 1 , c l o n e : E P R 1 8 3 4 0 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 0 0 . 
G o a t A n t i - R a b b i t I g G H & L ( A l e x a F l u o r 6 4 7 ) p r e a d s o r b e d ( A b e a m a b l 5 0 0 8 3 , L o t : G R 3 3 7 0 5 6 3 - 1 ) , d i l u t i o n : 1 t o 4 0 0 0 . 
R a b b i t A n t i - P D G F R a l p h a ( A b e a m a b 2 3 4 9 6 5 , c l o n e : E P R 2 2 0 5 9 - 2 7 0 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 
M o u s e A n t i - N a B C l ( B C A S 1 ) ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y , s c - 1 3 6 3 4 2 , c l o n e : 5 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 
R a t A n t i - G F A P ( I n v i t r o g e n , 1 3 - 0 3 0 0 , c l o n e : 2 . 2 B 1 0 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 
M o u s e A n t i - I B A l ( T h e r m o F i s h e r , c l o n e : G T 1 0 3 1 2 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 
M o u s e A n t i - C D 6 3 ( B i o L e g e n d , 3 5 3 0 3 9 , c l o n e : H 5 C 6 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 
M o u s e A n t i - K 6 7 - A t t o 5 5 0 - R X 0 4 7 ( A k o y a , # 4 2 5 0 0 1 9 , c l o n e : B 5 6 ) , d i l u t i o n : 1 t o 2 0 0 . 
R a t A n t i - C D 4 4 - B X 0 0 5 - A t t o 5 5 0 - R X 0 0 5 ( A k o y a , # 4 2 5 0 0 0 2 , c l o n e : I M 7 ) , d i l u t i o n : 1 t o 5 0 . 

A n t i - H i s t o n e H 3 m u t a t e d K 2 7 M : V a l i d a t e d f o r W e s t e r n B l o t t i n g , i n d i r e c t E L I S A , i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , i m m u n o f l u o r e s c e n c e , 
i m m u n o p r e c i p i t a t i o n a n d C h I P b y t h e p r o v i d e r . M a n u f a c t u r e r r e f e r e n c e s p u b l i c a t i o n s P M I D : 3 1 6 3 8 1 5 0 , P M I D : 3 3 2 3 9 0 4 3 , P M I D : 
3 1 5 8 8 0 2 3 , a n d P M I D : 2 9 6 6 2 2 0 3 . I F p r o t o c o l o u t l i n e d i n t h e m e t h o d s s e c t i o n . 
G o a t A n t i - R a b b i t I g G H & L ( A l e x a F l u o r 6 4 7 ) p r e a d s o r b e d : V a l i d a t e d f o r i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , i m m u n o f l u o r e s c e n c e , f l o w c y t o m e t r y , 
a n d E L I S A b y t h e p r o v i d e r . M a n u f a c t u r e r r e f e r e n c e s u s e i n 4 9 p u b l i c a t i o n s ( e . g . P M I D : 3 3 4 6 9 6 7 3 , P M I D : 3 2 6 1 6 6 5 4 ) I F p r o t o c o l 
o u t l i n e d i n t h e m e t h o d s s e c t i o n . 
R a b b i t A n t i - P D G F R a l p h a : v a l i d a t e d f o r E L I S A , W e s t e r n B l o t , i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , i m m u n o f l u o r e s c e n c e , f l o w c y t o m e t r y , 
i m m u n o p r e c i p i t a t i o n b y t h e p r o v i d e r . R e f e r e n c e d i n P M I D : 3 3 8 0 5 3 1 1 . 
M o u s e A n t i - N a B C l ( B C A S 1 ) : v a l i d a t e d f o r W e s t e r n B l o t , i m m u n o f l u o r e s c e n c e , a n d i m m u n o p r e c i p i t a t i o n b y t h e p r o v i d e r . R e f e r e n c e d 
i n e . g . , P M I D : 3 1 3 3 2 3 9 1 . 
R a t A n t i - G F A P : v a l i d a t e d b y p r o v i d e r f o r W e s t e r n B l o t , i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , i m m u n o c y t o c h e m i s t r y , i m m u n o f l u o r e s c e n c e , f l o w 
c y t o m e t r y , i m m u n o p r e c i p i t a t i o n , E L I S A . R e f e r e n c e d i n e . g . , P M I D : 2 7 8 6 2 3 5 1 . 
M o u s e A n t i - I B A l : v a l i d a t e d b y p r o v i d e r f o r W e s t e r n B l o t , i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , f l o w c y t o m e t r y . R e f e r e n c e d i n e . g . , P M I D : 
3 4 2 8 4 7 9 8 . 
M o u s e A n t i - C D 6 3 : v a l i d a t e d b y p r o v i d e r f o r f l o w c y t o m e t r y , i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y . R e f e r e n c e d i n e . g . , P M I D : 1 6 4 1 0 5 5 2 . 
M o u s e K i 6 7 - B X 0 4 7 ( B 5 6 ) — A t t o 5 5 0 - R X 0 4 7 : v a l i d a t e d f o r m u l t i p l e x e d I F ( C O D E X ) i n h u m a n a n d m o u s e t i s s u e s b y t h e p r o v i d e r . 
R a t A n t i - C D 4 4 - B X 0 0 5 - A t t o 5 5 0 - R X 0 0 5 ( A k o y a , # 4 2 5 0 0 0 2 ) : v a l i d a t e d f o r m u t i p l e x e d I F ( C O D E X ) i n h u m a n a n d m o u s e t i s s u e s b y t h e 
p r o v i d e r . 

H u m a n r e s e a r c h p a r t i c i p a n t s 
P o l i c y i n f o r m a t i o n a b o u t s t u d i e s i n v o l v i n g h u m a n r e s e a r c h p a r t i c i p a n t s 

P o p u l a t i o n c h a r a c t e r i s t i c s 

R e c r u i t m e n t 

T h e c o v a r i a t e - r e l e v a n t p o p u l a t i o n a n d c l i n i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e h u m a n s u b j e c t s w h o s e d a t a w a s u s e d a r e a v a i l a b l e i n 
S u p p l e m e n t a r y T a b l e 1 . 

A l l p r i m a r y p a t i e n t g l i o m a t i s s u e s w e r e d e - i d e n t i f i e d a n d o b t a i n e d w i t h p r o p e r l y i n f o r m e d c o n s e n t o f p a t i e n t s a n d / o r t h e i r 
l e g a l r e p r e s e n t a t i v e s t r e a t e d a t B o s t o n C h i l d r e n ' s H o s p i t a l , B r i g h a m a n d W o m e n ' s H o s p i t a l , a n d c o l l a b o r a t i n g i n s t i t u t i o n s . 
P a t i e n t s o p e r a t e d o n f o r a g l i o m a a n d / o r t h e i r l e g a l r e p r e s e n t a t i v e s w e r e a p p r o a c h e d f o r p a r t i c i p a t i o n a n d i n c l u d e d i n t h e 
s t u d y a f t e r c o n f i r m a t i o n o f t h e H 3 - K 2 7 M m u t a t i o n i n a n u n b i a s e d m a n n e r , t h e r e b y i n c l u d i n g a l l a n a t o m i c a l l o c a t i o n s , a g e 
g r o u p s , c l i n i c a l c o u r s e , a n d t r e a t m e n t s . S i n c e c l i n i c a l o u t c o m e w a s n o t a s s e s s e d a s a n e n d p o i n t , w e e s t i m a t e a n y s e l f -
s e l e c t i o n b i a s t o b e m i n i m a l . 

T h i s s t u d y w a s a p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d ( I R B ) a t B o s t o n C h i l d r e n ' s H o s p i t a l / D a n a - F a r b e r C a n c e r I n s t i t u t e 
( D F C I 1 0 - 4 1 7 ) a n d a t a f f i l i a t e d r e s e a r c h h o s p i t a l s . 

E t h i c s o v e r s i g h t 

N o t e t h a t f u l l i n f o r m a t i o n o n t h e a p p r o v a l o f t h e s t u d y p r o t o c o l m u s t a l s o b e p r o v i d e d i n t h e m a n u s c r i p t 



Flow Cytometry 

P l o t s 
C o n f i r m t h a t : 

^ | T h e a x i s l a b e l s s t a t e t h e m a r k e r a n d f l u o r o c h r o m e u s e d ( e . g . C D 4 - F I T C ) . 

^ T h e a x i s s c a l e s a r e c l e a r l y v i s i b l e . I n c l u d e n u m b e r s a l o n g a x e s o n l y f o r b o t t o m l e f t p l o t o f g r o u p ( a ' g r o u p ' i s a n a n a l y s i s o f i d e n t i c a l m a r k e r s ) . 

^ A l l p l o t s a r e c o n t o u r p l o t s w i t h o u t l i e r s o r p s e u d o c o l o r p l o t s . 

^ | A n u m e r i c a l v a l u e f o r n u m b e r o f c e l l s o r p e r c e n t a g e ( w i t h s t a t i s t i c s ) i s p r o v i d e d . 

M e t h o d o l o g y 

S a m p l e p r e p a r a t i o n S i n g l e - c e l l s u s p e n s i o n s o b t a i n e d f r o m f r e s h t u m o r s i n P B S + 1 % B S A w e r e s t a i n e d w i t h 0 . 5 - 1 u M c a l c e i n A M ( L i f e T e c h n o l o g i e s , 
C 3 1 0 0 M P ) a n d 0 . 3 3 p M T O - P R 0 3 i o d i d e ( L i f e T e c h n o l o g i e s , T 3 6 0 5 ) f o r 1 5 m i n a t R T a n d k e p t o n i c e . S i n g l e - c e l l s o r t i n g w a s 
p e r f o r m e d o n a S H 8 0 0 ( S o n y ) s o r t e r u s i n g 4 8 8 n m ( c a l c e i n A M , 5 3 0 / 3 0 e m i s s i o n f i l t e r ) a n d 6 3 3 n m ( T O - P R O - 3 , 6 6 5 / 3 0 
e m i s s i o n f i l t e r ) l a s e r s . V i a b l e c e l l s w e r e i d e n t i f i e d b y p o s i t i v e s t a i n i n g f o r c a l c e i n A M a n d n e g a t i v e s t a i n i n g f o r T O - P R O - 3 . 
D o u b l e t s w e r e d i s c r i m i n a t e d b a s e d o n b a c k s c a t t e r a r e a ( B S C - A ) v e r s u s b a c k s c a t t e r w i d t h ( B S C - W ) . S i n g l e t v i a b l e c e l l s w e r e 
s o r t e d i n t o 9 6 - w e l l p l a t e s c o n t a i n i n g c o l d T C L b u f f e r ( Q i a g e n , 1 0 3 1 5 7 6 ) , b r i e f l y s p u n d o w n , s n a p f r o z e n o n d r y i c e , a n d 
s t o r e d a t -80°C. 
S i n g l e - n u c l e i s u s p e n s i o n s e x t r a c t e d f r o m f r o z e n t u m o r s w e r e s t a i n e d w i t h 0 . 5 u . M V y b r a n t D y e C y c l e T M R u b y S t a i n 
( I n v i t r o g e n , V 1 0 3 0 9 ) i m m e d i a t e l y b e f o r e F A C S . I n t a c t n u c l e i w e r e s e l e c t e d b y p o s i t i v e s t a i n i n g f o r R u b y S t a i n o n t h e S H 8 0 0 
s o r t e r ( 6 3 3 n m l a s e r , 6 6 5 / 3 0 n m e m i s s i o n f i l t e r ) . D o u b l e t s w e r e e x c l u d e d i n t h e R u b y S t a i n a r e a v e r s u s R u b y S t a i n h e i g h t 
s e t t i n g . S i n g l e t n u c l e i w e r e s o r t e d i n t o 9 6 - w e l l p l a t e s c o n t a i n i n g T C L b u f f e r a n d 1 % b e t a - m e r c a p t o e t h a n o l , b r i e f l y s p u n 
d o w n , s n a p f r o z e n o n d r y i c e a n d s t o r e d a t - 8 0 °C. 

I n s t r u m e n t 

S o f t w a r e 

C e l l p o p u l a t i o n a b u n d a n c e 

G a t i n g s t r a t e g y 

S H 8 0 0 ( S O N Y ) f l u o r e s c e n c e - a c t i v a t e d c e l l s o r t e r w i t h a 1 0 0 n m n o z z l e 

S O N Y S H 8 0 0 s o f t w a r e 

O v e r a l l , w e o b s e r v e d 1 0 - 6 0 % v i a b l e c e l l s ( C a l c e i n + , T O - P R O - 3 -) f o l l o w i n g f r e s h t u m o r d i s s o c i a t i o n . F o r n u c l e i d i s s o c i a t e d 
f r o m f r o z e n t u m o r s , t h e V y b r a n t R u b y S t a i n p o s i t i v e e v e n t r a t e r a n g e d f r o m 1 0 - 9 0 % . 

L i v e , s i n g l e c e l l s w e r e i d e n t i f i e d b y s i z e ( f o r w a r d s c a t t e r ) , g r a n u l a r i t y ( b a c k s c a t t e r ) , s i n g l e t g a t i n g ( b a c k s c a t t e r a r e a v s . b a c k 
s c a t t e r w i d t h ) , p o s i t i v e s t a i n i n g f o r c a l c e i n a n d n e g a t i v e s t a i n i n g f o r T O - P R O - 3 . 
S i n g l e n u c l e i w e r e i d e n t i f i e d b y p o s i t i v e s t a i n i n g f o r V y b r a n t R u b y S t a i n a n d s i n g l e t g a t i n g ( R u b y S t a i n l a s e r l i g h t a r e a v s . R u b y 
S t a i n l a s e r l i g h t h e i g h t ) . 

I T i c k t h i s b o x t o c o n f i r m t h a t a f i g u r e e x e m p l i f y i n g t h e g a t i n g s t r a t e g y i s p r o v i d e d i n t h e S u p p l e m e n t a r y I n f o r m a t i o n . 


