A large Norwegian family with
malignant melanoma and
mutation in the cell cycle gene CDK4
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What could be of interest?

Histopathologic &
cytopathologic
knowledge incl.
iImmunohisto-
chemistry

A large archive of
tissue blocks

Instruments
and animal facility

Research on
tumor biology




We have a very large collection of tissue
blocks extending back to the 1930's!
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1) Retrospective studies
2) Studies of inherited diseases
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A short introduction to
malignant melanoma of the skin



Cancer Is a disease of the genome!

1) Somatic mutations 2) Germ line mutations
Sporadic cancers Inherited cancer

syndromes



Malignant melanoma:

m Cancer of the skin’s pigmented cells
(melanocytes)

m Increasing incidence (NB! sun exposure)

The ABCD-rule:
m Asymmetry

m Border
m Colour

m Diameter




Malignant melanoma in Norway (1)

m In 2003 there were
— 1008 new cases of cutaneous MM (466 M, 542 F)
— 243 deaths from the disease (132 M, 111 F)
m At the end of the year there were
— 14217 persons alive with the diagnosis
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Malignant melanoma in Norway (2)

190 Melanoma of skin

Fig.3.1.18 Age-adpsted incidence rates 1953-2003 Fig.3.2.18 Age-spedificinddence rates 1999-2003
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Somatic mutations in melanoma (1)
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Mutations of the BRAF gene
in human cancer
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Somatic mutations in melanoma (2)

letters to nature

phoblastoid cell lines from the same individuals were screened for
sequence variants theough the coding exons and intron-exon
junctions of the BRAF gene using a capillary-based modified
heteroduplex method followed by direct sequencing of polymerase
chain reaction products. (Exon 1, containing 135 base pairs (bp) of
coding sequence, failed to amplify despite the use of five different
primer sets.} Three single-base substitutions were detected. Two
wete in BRAF exon 15: T1796A leading to a substitution of valine by
glutamic acid at position 599 (V599E) in the melanoma cell line
Colo-829, and C1786G leading to L3596V in the NSCLC cell line
NCI-H2087 (Fig. 1). A further mutation was found in exon 11:
G403 C leading to G468A in the NSCLC cell line NCI-H1395, None
of the three changes were present in the lymphoblastoid cell lines
from the same individuals, indicating that the variants were soma-
tically acquired mutations,
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Davies et al. (2002). Nature 427: 949-954.

m Cancer Genome Project:
A screen for alterations
iIn the MAP kinase
signalling pathway

m BRAF is mutated at high

frequency in malignant
melanomas and at lower
frequencies in other
human cancers



Somatic mutations in melanoma (3)

Curtin et al. (2005). NEJM 353: 2135-2147.

1) MM exhibit specific point
mutations in this pathway

Some lessons:

~ 20 %
I i) They are mutually
50 % exclusive
~ 0

i) Their frequencies
MEK vary according to

MM subgroups iv) BRAF/NRAS-

‘ negative tumors
show amplification/
ERK _ overexpression of
Cyclin D1

CDK4/cyclinD1
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— also 18 paired metastases
m NRAS/BRAF mutations in 56 % of the primary tumors

— 27 % in NRAS (22 % in the metastases)
m No correlation between mutation status and

— vertical tumor thickness

— tumor cell proliferation (Ki-67)

— patient survival

Akslen, Angelini, Straume, Bachmann, Molven, Hemminki & Kumar (2005). J. Invest Dermatol. 125 : 312-317.

Somatic mutations in melanoma (4) -
m A material of 51 primary, nodular melanomas
— 29 % in BRAF (44 % in the metastases)



Somatic mutations in melanoma (5)
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with intermittent sun exposure
m A different mutation spectrum in the African melanomas

— 1in BRAF exon 11
— 1in BRAF exon 15 (V600E)
— 31In NRAS exon 1

m EGFR exon 18-21 mutations not found in any subgroup

e NEW ENGLAND
JOURNAL of MEDICINE Activating Mutations in the Epidermal Growth Factor
Receptor Underlying Responsiveness of Non—-Small-Cell

Lung Cancer to Gefitinib

Thomas ] |)-r|;,|1, M.D., l_):,-|| hne W. Bell, Ph.D., Raffaella Sordella, Ph.D., Sarada Gurubhagavatula, M.D.,

Ross A. Okimoto, B.S., Brian W. Brannigan, B.A., Patricia L. Harri Sara erlat, B.A.,
Jeffrey G. Supko, Ph.D., Frank G. Haluska, M.D., Ph.D., David N. Louis, M.D., David C. Christiani, M.D.,

Jeff Settleman, Ph.D., and Daniel A. Haber, M.D., Ph.D.

Somatic mutations in melanoma (6)
m The study supports that BRAF mutations are associated



A large Norwegian family with
malignhant melanoma and
mutation in the cell cycle gene CDK4

Or: The doctor
who never gave up



Inherited malignant melanoma (1):

m About 10 % of melanoma patients report at least one other
relative with the disease

random clustering
common environmental factors (sun exposure)

common susceptibility genes

m "Real" inherited MM:

caused by a high-penetrant, high-risk allele in the family
autosomal dominant inheritance

about 20 % of melanoma families carry a mutation in the
CDKN2A-locus (encodes the tumor suppressor plo6)

three families are known to carry a mutation in the
oncogene CDK4

accounts for 1-2 % of all MM-cases ?7??



Inherited malignant melanoma (2):

m Hallmarks:
— more than one primary tumor in the same person
— lower age of onset

— In some cases a predisposition for pancreatic cancer
— atypical nevi

Atypical nevi:

Asymmetry
Fuzzy borders

n

n

m Varying colour
m Diameter >5 mm




The CDKNZ2A locus:

Exon la Exon 2 Exon 3
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P16 and CDK4: P16
Regulation of the
cell cycle
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1967: Dr. Magne Grimstvedt
In Haugesund, Norway is
contacted by a 32 year old
man who has a "suspicious
nevus” on his ear

It is revealed that there are
several other cases of
malignant melanoma in the
close family of the patient

1969: Dr. Grimstvedt
publishes a first description
of the family and notes the
presence of atypical nevi in
some family members

Sertrykk av «Tidsskrift for Den novske legeforenings nr. 24 1969,

FAMILIZR FOREKOMST AV MALIGNE MELANOMER

Av MAGNE GRIMSTVEDT

T. norske Legeforen. 1969, 89, 1900-1902.

Familizr forekomst av kutane maligne melanomer ble
forst beskrever av Ca wley (5) i 1952, Siden har flere
andre forfattere omtale det samme (1, 9, 12, 14—16 og
andre).

Ogsd familizr opptreden av malignt melanom i eyet
er beskrever en rekke ganger (2, 5).

Familizr opptreden av malignt melanom bide i hud
og i aye ble forst beskrevet av Lynch & Krush i
1968, ellers kan man ikke finne denne kombinasjonen be-
skrever tidligere (10).

Her skal omtales en familie hvor moren dode av ma-
ligne melanom i 1936, Hennes mann lever ennd og er
frisk, 82 ir gammel. De hadde 8 barn, som alle er under-
sokt med henblikk pi malignt melanom. Fem av barna
hadde sykdommen, én i eyet, de evrige i huden. Dessuten
hadde ett et premalignt melanom (fig. 1),

Eget mateviale

Kasus 1: Moren: Hun 13 i Haugesund sykehus 5/2-6/2
—1936, 45 & gammel, under diagnosen melano-sarcoma cutis
et hepatis et glandularum. Av journalen fremghe det at hun
i de siste 3 drene periodevis hadde vart plager av dyspepsi.
5% lenge hun kunne huske, hadde hun hatt en evortes 1 huden
i furen mellom heyre labium majus og ldret. T forbindelse
med graviditer vel 1 dr for innleggelsen fikk hun drebeten-
nelse og uleus eruris pi hoyre legg, og samuidig merker hun
for ferste gang at =vorten> ble emfindig og begynte & vaske.
De siste 3—4 mineder for mnleggelsen begynte tumor & vokse,
og der kom lignende knuter i heyre og venstre lyskeregion.
Hun hadde folt seg noe slapp, men gikk 1 sitt vanlige arbeid
og ga det siste barnet bryst til noen uker for innleggelsen.

Ved undersokelsen fantes pasienten tynn, blek og medrate.
I hoyre labium majus fantes en omtrent knyttnevestor, ulce-
rerende tumor, bestiende av smi, faste, blilige, konfluerende
knuter. Herfra strakte det seg en sammenhengende infiltra-
sjon av lignende knuter fremover og utover i hoyre lyske, og
i wenstre lyske foltes lignende knuter. Intraabdominale palpee-
tes en wversgiende tumor til hoyre for umbilicus.

Hun ble utskrevet uten noen behandling og dede ca. 4
mineder senere,

T e

Malingt FPremalingt lkke

Kasus 2. Faren: Han lever i beste velgiende, 82 ir gam-
mel. Der er intet slekiskap mellom ham og hans avdede kone.
I hans familie er der ingen kjente tilfelle av maligne melano-
mer. Selv har han ikke hatt noen alvorlig sykdom. Ved under-
sokelse av ham kan der ikke pivises noe tegn til maligne
melanom,

Kasus 3: Dette er den eldste sennen, som ni er 51 ir gam-
mel. T 1956 hadde han uleus duodeni og i 1968 ulcus ventri-
culi. Viiren 1964 merket han stadig avtagende syn pi hayre
oye, uten noen besteme skygge for synsfelter. Det gikk 1 4r
for han sokte oyelege, hvoremer han straks ble innlage i
Haukeland sykehus, eycavdelingen, hver han 13 i tiden 26/2
—i#/3-1965 under diagnosen: melanoma maligna chorioidea
o.d. @yet ble fjernet, og den histologiske diagnose viste: ma-
lignt melanom. Ved undersokelse av denne pasient ni finnes
ingen tegn til residiv eller metastaser. Han har ingen tegn til
kutane melanomer, og heller ikke mange foflekker. Det er
fiernet 3 nevi fra forskjellige steder pk huden. Den histolo-
giske undersakelse viste benigne nevuscelletumores (O. Scote-
Knudsen, Laboratorium for Patologi, Det Norske Radium-
hospial).

Kasus 4: Dette er en 49 ir gammel kvinne, som er gift
og har 3 barn. I 1949 ble hun operert for appendicitr, ellers
]ur hun udligere verr frisk. Hun 13 1 Haugesund syke]\us.
kir. avd.,, 12/12=15/12=1958 for nevus malignus brachii sin.
Hun hadde da i ca. 2 dr hatt en nesten svart, prominerende
wmmor i huden pi venstre overarm. Den hadde vokst jevnr
of hadde klodd en del. Der dannet seg et sir, som bladde litt.

Ved innkomsten fantes bortsert fra nevnte tumor inter
patologisk. Der ble utfort exstirpatio tumoris, og den histo-
]Ugl'ﬁl\{' Ilndcrsakrlsc V‘XLC ma]ign p!gmrmcr: ﬂI\USLC]!CL\Hﬂol
(J.Efskind, Laboratorium for Patologi, Det Norske Ra-
diumhospital). Hun ble etter operasjonen innlage i Radium-
hospitalet, hvor hun fikk strilebehandling. Hun har senere
gite til kontroll, og der har ikke vart residiv eller tegn «il
metastaser.

1 1966 ble det fjernet en nevustumor pd heyre overarm.
Den histologiske undersokelse viste nzvus av junctional type
uten tegn til malignitet (E. Gliick, Gades Institutt, Ber-
gen). I okiober 1968 ble det fjerner en noe merk navustu-
mor pi volarsiden av venstre underarm. Den histologiske
undersokelse viste overfladisk navuscelletumeor med lets aty-
pi, oppfatter som en mulig premalign tilstand (R. Selje-
lid, Laboratorium for Parologi, Der Norske Radiumhospi-
al).

Kasus 5: Dette er en 47 dr gammel, ugife mann, som har
reist til sjes som kokk, Han har tidligere vaeet frisk. Han har
ralleike foflekker, som han mener kom i drene 1947-—1948,
etter at han hadde ligget og solt seg i tropene, og for 10 ir
siden mitte han slutte & sole seg av den grunn. I 10-12 &
har han angivelig hate 2 adskilte, sorte hudiumores pd venstre
skulder og en tilsvarende pd ryggen. De 2 pl venstre skulder
som satr ganske ner hverandre, kom etter hans mening som
folge av at han fikk noe kokende fett pd dette sted. Der kom
et skorpebelage skr, og han hadde en skorpe her i over 1 r.

Ved undersokelse av denne pasient fantes 3 adskilte, pri-
mere melanomer. To av dem sart ganske ner hverandre,
bare adsk:lt med en hudbro pi ca. 3% cm. Det var ingen tegn

melanom  melanom affisert
Menn: | | m o
Kvinner; L ] o
Fig. 1
Slekrstavle som viser forckomsten av maligne mel i
familien

1900

ul :, ulse eller &l for avrig. Pasienten
hadde videre en mengde foflekker, de fleste lokalisere til




m 1970-80s: More than one

hundred family members
are traced and studied.
Grimstvedt collects urine
and blood samples and
contacts researchers in
Oslo

1992: He publishes a
more extensive descrip-
tion of the family

2002: A collaboration is
established with the
Gade Institute, Bergen
and new blood samples
are collected

Dysplastisk naevussyndrom av familizer type

En familieundersekelse

En familie med arvelig forekomst av
dysplastisk nzvussyndrom er fulgt
gjennom 20 dr og fem generasjoner.
Hensikten har vzert 4 se hvordan syk-
dommen arves og hvor ofte det utvikles
malignt melanom fra slike feflekker,
samt hva som eventuelt fordrsaker
denne forandringen. Videre har det
veert snsket 4 gi en nzermere beskrivel-
se av disse feflekkene. Undersekelsen
inkluderer 103 familiemedlemmer, og
59 av dem hadde dysplastisk navus-
syndrom. Forekomsten var likt fordelt
mellom de to kjenn. Feflekkene var al-
dri til stede ved fedselen. De debuterte
ved barne- eller pubertetsalderen. Fo-
flekkene atskilte seg fra vanlige foflek-
ker ved & vaere uregelmessig begrenset
til omgivelsene, og med store variasjo-
ner fra feflekk til foflekk, spesielt var
det fargevariasjoner. Hos ca. 20% av
pasientene utviklet det seg malignt me-
lanom fra en slik feflekk. Feflekkene
ble arvet autosomalt dominant, og
kunne i sin tid utvikle seg til malignt
melanom. Av betydning for denne ut-
vikling har noen ganger vert solpd-
virkning, Aldersfaktoren synes ogsé &
spille en rolle. Pasienter med dysplas-
tisk nzevussyndrom er i faresonen for 4
fa malignt melanom og ber passe seg
for sol og neye iaktta eventuelle for-
andringer av sine foflekker.

11969 beskrev forfatteren en familiar fore-
komst av maligne melanomer (1). Det ble pé-
pektat flere av pasientene med malignt mela-

Se redaksjonell kommentar side 868

Tidsskr Nor Leegeforen nr. 7, 1992; 112: 869—

Magne B. Grimstvedt
Strandgaten 113
5500 Haugesund

Grimstvedt MB.

Dysplastic nevus syndrome

of familial type

A family study

Tidsskr Nor Leegeforen 1992; 112: 86972

A family with heritabl of dysplasti
nevus syndrome has been studied through 20
years and five generations. The intention was to
study how the disease is inherited, how often ma-
lignant melanomas developed from such moles,
and which factors caused this change. 59 out of
103 family members had dysplastic nevus syn-
drome. Occurrence was distributed equally be-
tween males and females. The moles were not pre-
sent at birth, but first appeared in childhood and
adolescence. The moles differ clinically from
common moles by being flat, irregularly coloured,
and irregularly delimited in relation to the sur-
roundings. There are also large variations between
moles in the individual. 20% of the patients de-
veloped hereditary malignant melanoma from
these particular moles. Dysplastic nevus syn-
drome was inherited autosomally dominant and
might develop into malignant melanoma many
years later in life. In some cases the development
was provoked by sunshine. Patients who suffer
from dysplastic nevus syndrome are in danger of
developing mali 1 and should
therefore be careful of exposure to sun and should
regularly examine their moles for possible
changes.

nom hadde noen eiendommelige faflekker,
og serlig var det utpreget for én av dem, som
hadde tallrike, spesielle foflekker, de fleste
lokalisert til rygg og bryst. Flekkene tridte
szrlig tydelig frem etter at han hadde solt
seg, mens han var sjgmann og seilte pa trope-
ne. I samme artikkel ble det beskrevet lik-

72

nende spesielle feflekker hos to barn av pa-
sienter med malignt melanom. Den ene var
en 19 &r gammel mann, som hadde feflekker
av liknende utseende og varierende sterrelse.
Den andre var en 17 ir gammel kvinne med
det samme faflekkmenster. I 1978 beskrev
Clark og medarbeidere (2) spesielle fflek-
ker, som de fant hos pasienter med hereditart
malignt melanom og i pasientenes nzrmeste
familie. De kalte det ferst BK-mole syndrom
etter navnene til den affiserte familie. Senere
ble sykdommen kalt dysplastisk navussyn-
drom. Noen kaller foflekkene dysplastiske
navi (3). 11980 beskrev Elder og medarbei-
dere (4) sporadiske, ikke familizre tilfeller
av dysplastisk nzvussyndrom. Elder delte
det dysplastiske nzzvussyndrom i én familier
og én sporadisk gruppe. Hensikten med det
foreliggende arbeidet har vert:

—~ A beskrive forekomsten av dysplastisk
nzvussyndrom hos en familie som har vart
fulit gjennom 20 ar

~ A beskrive det kliniske bilde av sykdom-
men i denne familie

~ A kartlegge risikoen for utvikling av ma-
lignt melanom ved denne tilstanden, etiolo-
giske faktorer (arv og sol), og arvegang

— A Kartlegge hvordan dysplastisk nevus-
syndrom av familizr type kan tjene som mar-
ker for & finne ut hvem som er i faresonen for
4 f4 malignt melanom.

Materiale og metoder

Her skal omtales en familie med opptreden
av dysplastisk n@vussyndrom av familizr
type. Mange av familiemedlemmene har ut-
viklet hereditzrt malignt melanom. Jeg be-
skrev de ferste tilfeller i 1969 (1) og har se-
nere fulgt opp familien i 20 &r. P4 den méten
har jeg skaffet meg oversikt over medlem-
mer fra fem generasjoner. Stamforeldrene

Medisin og vitenskap 869
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Analysis of cosegregation:
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The CDKNZ2A locus
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Analysis of cosegregation:
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The family carries a CDK4 mutation:

ARG e EHE € G TGIATE C E

Normal
family
members

AANG G € CgA TG A TE CE

Family
members
with MM

—/

Arg24His




A case of eye melanoma in the family:

AANGG €C CCGeGTG AT

Normal!
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The CDK4 mutation Arg24His has
previously been found in a French family:

| I I
Il é— J O
Soufir et al. (1998).
I ]| . O Human Molecular Genetics 7: 209-216
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A common origin?

Marker D12S1700 D12S305 CDK4M4

CDK4M1 D12S1691 D12S1632

SNP 2 3 4

1 CDK4
12q tel 12q cen
Norw. allele 174 125 194 A G G 168 207 216
French allele 176 113 194 G A T 176 197 214
Austr. allele 176 123 202 AIG G G 170 187 218
Engl. allele 176 117 196 G A T 178 203 214

==11
7 N

Arg24His

Arg24Cys



— 0O

TGT
GTA

Arg24Cys \

C A T Arg24His
GTA

m Mutational hotspot probably because of cytosine methylation
m Negative selection?

Why only codon 247
CGT
G C*A
Spontaneous deamination
i
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Molven et al. (2005).
Genes, Chromosomes and Cancer 44: 10-18.
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Hudavdelingen og Senter for medisinsk
genetikk og molekyleaermedisin,

Fu rth er wor k: Haukeland Universitetssykehus

m The family has been offered
— genetic counselling
— gene testing
— evaluation and follow-up by a dermatologist

m Clinical characterization
— frequency of atypical nevi?
— penetrance?
— enhanced risk for other cancers?




m Molecular characterization

— Biological samples (blood, normal skin, normal nevi,
atypical nevi, melanomas) are collected from the family

m Questions

— Can gene variants that influence
the risk for atypical nevi and/or
malignant melanoma in this
family be identified?

— Is the pattern of somatic
mutations in the mutation
carriers’ nevi and melanomas
different from that of sporadic
lesions?

— Can general gene expression
changes be identified in skin
biopsies/cultured fibroblasts from
mutation carriers?

— Why do the CDK4 mutation carriers
“only” get malignant melanoma?
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