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Outer membrane vesicle-vaccins;
nieuwe bouwstenen voor vaccinontwikkeling

Jeroen Langereis en Marien de Jonge

Samenvatting

Vaccinaties hebben in de afgelopen vijftig jaar meer
dan 150 miljoen mensenlevens gered, met name
kinderen die toegang hebben tot nationale
vaccinatieprogramma’s. De eerste generatie vaccins
was gebaseerd op afgedode of verzwakte bacterién en
virussen. Later volgden subunitvaccins, bestaande uit
gezuiverde eiwitten of polysachariden, en zeer recent
zijn de RNA-vaccins geintroduceerd. Een relatief
nieuw type vaccin is gebaseerd op ‘outer membrane
vesicles’ (OMV’s). OMV’s zijn kleine blaasjes die
spontaan afsnoeren van het buitenmembraan van
gramnegatieve bacterién en daardoor buitenmem-
braaneiwitten bevatten die als belangrijke antigenen
bescherming kunnen opwekken. OMV-vaccins hebben
voor-en nadelen ten opzichte van andere type vaccins.
In dit overzichtsartikel geven we uitleg over de
geschiedenis en de toepassing van OMV-vaccins.
Verder belichten we hun voor- en nadelen en schetsen
we de stand van zaken in de ontwikkeling van nieuwe
OMV-vaccins, met speciale aandacht voor niet-
typeerbare Haemophilus influenzae als pathogeen
waarvoor nog geen vaccin beschikbaar is.

Summary

Vaccinations have saved more than 150 million lives
over the past fifty years, particularly among children
with access to national immunization programs. The
first generation of vaccines was based on inactivated
or attenuated bacteria and viruses. These were
followed by subunit vaccines, consisting of purified
proteins or polysaccharides, and more recently, RNA
vaccines have been introduced. A relatively new type
of vaccine is based on outer membrane vesicles
(OMVs). OMVs are small vesicles that spontaneously
bud off from the outer membrane of Gram-negative
bacteria and therefore contain outer membrane
proteins that can serve as key antigens to induce
protective immunity. OMV-based vaccines have both
advantages and disadvantages compared to other
types of vaccines. In this overview article, we provide
an overview of the history and application of OMV

vaccines. Furthermore, we discuss their benefits and
limitations and summarize the current state of
development of new OMV-based vaccines, with special
attention to non-typeable Haemophilus influenzae as
a pathogen for which no vaccine is yet available.

Vaccinatie en het effect op verbeterde

overleving en gezondheid

Vaccinatie is een van de meest kosteneffectieve
gezondheidsinterventies ooit, waarbij een investering
van 1 dollar een economische opbrengst van 16 tot 44
dollar kan genereren [1]. Ook in Nederland laten
analyses van het RIVM zien dat de baten van het Rijks
Vaccinatie Programma (RVP) de kosten ruimschoots
overtreffen, mits de kosten van de vaccines niette hoog
zijn [2,3]. In 1974 werd het Expanded Programme on
Immunization (EPI) door de Wereld Gezondheids-
organisatie (WHO) geinitieerd om de bescherming via
vaccinatie voor iedereen toegankelijk te maken.
Wereldwijd heeft vaccinatie de laatste 50 jaar naar
schatting 154 miljoen sterfgevallen voorkomen [4].
Eenvaccinatie is erop gericht om het menselijk lichaam
immunologisch voor te bereiden om een infectie met
een ziekteverwekker te voorkomen of het klinisch
beloop gunstig te beinvloeden. Vaccins maken gebruik
van het vermogen van het immuunsysteem om een
pathogeen te herkennen en daarop te reageren, maar
ook om deze reactie te onthouden, beter bekend als
het immunologisch geheugen. Het induceren van dit
immunologisch geheugen is sterk afhankelijk van het
type vaccin, de dosis en het aantal toedieningen, maar
ook van de immuunstatus van de ontvanger, de reeds
aanwezige antistoffen tegen de vaccinantigenen en de
leeftijd van de ontvanger.

In de afgelopen eeuwen zijn er verschillende type
vaccins getest en gebruikt [5]. De eerste vaccins waren
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gebaseerd op verzwakte of afgedode pathogenen,
zoals het mazelen- en het kinkhoestvaccin. Later
kwamen hier de subunitvaccins bij, zoals vaccins op
basis van gedetoxificeerde toxines (tetanus en difterie)
of ‘virus-like particles’ (hepatitis B) vaccins en
polysacharide-conjugaatvaccins (Haemophilus influ-
enzae type B, meningokokken en pneumo-kokken). In
2020 hebben RNA-vaccins tijdens de SARS-CoV2-
pandemie een vlucht genomen. In dit overzichtsartikel
willen wij de ontwikkelingen van ‘outer membrane
vesicles’ (OMV)-gebaseerde vaccins onder de aan-
dacht brengen, die met name gebruikt kunnen worden
voor bacteriéle pathogenen.

Outer membrane vesicles, wat zijn dat?

Grampositieve  en  gramnegatieve  bacterién
onderscheiden zich door een verschil in samenstelling
van de celwand, wat de basis is voor de gramkleuring,
omdat deze peptidoglycaan aankleurt. Gram-positieve
bacterién hebben een dikke peptidoglycaan laag en
een enkel celmembraan, wat zorgt voor een paarse
kleur. Gramnegatieve bacterién hebben twee
membranen, een binnenmembraan en een buiten-
membraan met daartussen een dunne laag pepti-
doglycaan. Veel gramnegatieve bacterién maken
tijdens het groeien OMV’s, waarschijnlijk als gevolg
van een onbalans tussen celgroei en de aanmaak van
het buitenmembraan, waarbij er te veel buitenmem-
braan wordt gemaakt. Het te veel aangemaakte
buitenmembraan wordt vervolgens afgesnoerd en
vrijgelaten als OMV’s. Deze OMV’s bevatten veel
buitenmembraaneiwitten, belangrijke immunogene
antigenen, waardoor ze zeer geschikt zijn als
vaccinformulering. Aan de natuurlijke productie van
OMV’s door bacterién worden verschillende functies
toegeschreven, zoals het overbrengen van virulentie-
factoren, de vorming van biofilms en het ontstaan van
antibioticumresistentie door DNA-overdracht [6].

OMV'’s zijn een afspiegeling van het buitenmembraan
enbevatten verschillende buitenmembraaneiwitten die
potentieel goede vaccinantigenen zijn. Daarnaast
bevatten OMV’s zogeheten ‘pathogen-associated
molecular patterns’ (PAMP’s), zoals lipo-oligo-
sacharide (LOS) of lipopolysacharide (LPS), peptido-
glycaan en lipoproteines. Deze PAMP’s kunnen
afzonderlijk van elkaar herkend worden door specifieke
receptoren op immuuncellen, wat leidt tot immuun-
activatie en daardoor zorgt voor intrinsieke adjuvant-
activiteit van de OMV’s. Een belangrijk voordeel van
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OMV’s ten opzichte van bijvoorbeeld gezuiverde
eiwitten is dat met name de buitenmembraaneiwitten
in hun natuurlijke vorm (conformatie) in de OMV’s
aanwezig zijn. Hierdoor komt de immuunreactie tegen
deze buitenmembraaneiwitten beter overeen met die
van de natuurlijke reactie na infectie. Ook worden er
door vaccinatie met OMV'’s antistoffen opgewekt tegen
het LPS/LOS, wat naast de eiwitantigenen kan
bijdragen aan een effectieve beschermende werking
van het vaccin.

OMV’s zijn tussen de 20 en 300 nm groot en kunnen
gemakkelijk worden opgenomen door fagocyten, zoals
macrofagen en dendritische cellen, door middel van
endocytose. Deze fagocyten spelen een cruciale rol in
de antigeenpresentatie. Na opname worden delen van
de antigenen gepresenteerd aan de buitenkant van
deze cellen, wat leidt tot T- en B-celactivatie.

Productie van OMV’s

OMV’s kunnen op verschillende manieren worden
geproduceerd en deze productiemethoden bein-
vloeden de samenstelling van de membraaneiwitten,
de lipiden en het LOS/LPS. Er bestaat echter geen
eenduidige terminologie voor de verschillende typen
OMV’s. In dit overzichtsartikel gebruiken we daarom
de terminologie zoals beschreven in tabel 1. Spontane
OMV’s (sOMV’s) zijn OMV'’s die tijdens de groei van
bacterién op natuurlijke wijze worden gevormd. In veel
gevallen is dit niet efficiént genoeg voor OMV-
vaccinproductie. Om de opbrengst van OMV-productie
te verbeteren zonder de antigeenexpressie sterk te
veranderen, kunnen bacterién worden behandeld met
hoge-frequentiegeluidsgolven (sonificatie) of door het
binden van tweewaardige metaalionen (chelatie) met
EDTA, waardoor de stabiliteit van het buitenmembraan
wordt verlaagd. Deze OMV’s worden natuurlijke
(‘native’) OMV’s (nOMV’s) genoemd.

Een andere manier om de aanmaak van OMV’s te
bevorderen is door middel van genetische modificatie
van de bacteriestam. De hierbij gevormde OMV'’s
worden ‘mutant-derived’ OMV’s (mOMV'’s) genoemd.
Voor de mOMV’s worden vaak mutaties geintro-
duceerd in genen die coderen voor eiwitten die de
koppeling vormen tussen het buitenmembraan, het
binnenmembraan en de peptidoglycaanlaag, wat leidt
tot een verhoogde afgifte van OMV’s. Daarnaast
kunnen er mutaties aangebracht worden om andere
redenen dan productieverhoging, bijvoorbeeld in
genen die betrokken zijn bij de LPS/LOS-synthese.



Deze mutaties worden aangebracht om LPS/LOS, ook
wel ‘endotoxine’ genoemd, minder reactief te maken
en zo eventuele bijwerkingen van het vaccin te
voorkomen.

Het mOMV-gebaseerde platform ‘Generalized
modules for membrane antigens’ (GMMA) s
ontwikkeld door GSK en wordt gebruikt voor vaccin-
productie voor meerdere pathogenen. Dit GMMA-
platform maakt gebruik van genetisch gemodificeerde
bacterién die een minder toxisch LPS tot expressie
brengen, en van andere mutaties die ervoor zorgen dat
de juiste vaccinantigenen, waaronder eiwitten en LPS,
tot expressie komen (zie tabel 1) [7,8].

Naast sOMV’s, nOMV’'s en mOMV’s zijn er ook
‘detergent-extracted OMV’s’ (dOMV’s), die worden
geéxtraheerd met behulp van een zeepachtige stof.
Door deze zeepachtige stof te mengen met bacterién
lost het buitenmembraan gedeeltelijk op, waardoor

Tabel 1. Vergelijking van verschillende typen OMV'’s.

OMV’s worden gevormd. Het voordeel van deze
dOMV’s is dat de opbrengst hoog is en de zeep-
oplossing ook een groot deel van LPS extraheert,
waardoor de reactogeniciteit afneemt en daarmee
eventuele bijwerkingen kunnen worden voorkomen.
Het nadeel is dat deze procedure er ook voor zorgt dat
lipoproteines uit het buitenmembraan verwijderd
worden. Deze lipoproteines zijn vaak belangrijke im-
munogene antigenen met een sterke adjuvantwerking;
het verwijderen van deze eiwitten kan dus nadelig zijn.
Deze dOMV’s worden bijvoorbeeld toegepast in het
Neisseriameningitidis-serogroep B-vaccin Bexsero.

Er zijn verschillende OMV-vaccins ontwikkeld en
geregistreerd, om te beschermen tegen N. meningitidis
serogroep B en uitbraken in te dammen.

Voordelen Nadelen
sOMV eAntigenen in natuurlijke (‘native’) vorm op de elLage opbrengst
OMV’s eAanpassingen aan LPS nog noodzakelijk
nOMV eAntigenen in natuurlijke (‘native’) vorm op de eAanpassingen aan LPS nog noodzakelijk
OMV'’s
eHogere opbrengst
momMmV / eAntigenen in natuurlijke (‘native’) vorm op de eGenetische modificatie kan expressie van
GMMA OMV’s membraaneiwitten beinvloeden
eHogere opbrengst
*Modificatie LPS en vaccinantigenen mogelijk
door genetische aanpassing
domv eZeer hoge opbrengst eExtractie (lipo)proteines uit het membraan
e|agere toxiciteit e\/erlaagde intrinsieke adjuvantactiviteit
OMV- eBelading met geselecteerde (heterologe) eLagere antigeendichtheid
carrier antigenen eAanpassingen aan LPS nog noodzakelijk
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Het VA-MENGOC-BC-vaccin was het eerste geregis-
treerde OMV-gebaseerde vaccin voor N. meningitidis-
serogroep B. Het gebruik ervan was echter beperkt tot
het Cubaanse Nationale Vaccinatieprogramma, waar
het leidde tot een reductie van meer dan 95 procent in
het aantal invasieve N. meningitidis-serogroep B-
infecties [17].

Het MenBvac-vaccin is ontwikkeld door de Norwegian
Institute of Public Health en is tussen 1988 en 1991
met succes ingezet om een N. meningitidis-serogroep
B-uitbraak in Noorwegen te bestrijden. De bescher-
ming bleek echter kortdurend en hetvaccin isinmiddels
niet langer geregistreerd [18]. Het MenZB-vaccin werd
gebruikt tijdens een N. meningitidis-serogroep B-
uitbraak in Nieuw-Zeeland, waar klinische studies een
beschermingsgraad van 77 procent aantoonden [19].
MenZB is niet langer geregistreerd, maar is
opgenomen in het viercomponentenvaccin Bexsero®.
Dit Bexsero-vaccin is het meest bekende en breed
toegepaste N. meningitidis-serogroep B-vaccin, dat
naast de dOMV’s ook drie gezuiverde recombinante
eiwitten NHBA, NadA en fHBP bevat. Bexsero is sterk
immunogeen, mede door de aanwezigheid van
dOMV’s, waardoor de ontvangers van het vaccin vaak
last krijgen van koorts [20]. Bexsero is in veel landen,
waaronder Engeland, lerland en Duitsland, opgeno-
men in de vaccinatieprogramma’s voor kinderen, waar
de introductie heeft geleid tot een sterke reductie van
invasieve N. meningitidis-serogroep B-infecties
[21,22]. Naast bescherming tegen N. meningitidis-
serogroep B lijkt Bexsero mogelijk kruisreactieve
immuniteit te bieden tegen andere N. meningitidis-
serogroepen [21,23] en mogelijk zelfs tegen N.
gonorrhoeae [24]. Het Bexsero-vaccin  wordt
daarnaast ook toegepast bij risicogroepen zoals
patiénten met immuundeficiénties of patiénten die
complement-remmende medicatie gebruiken. Hoewel
deze patiénten een goede antilichaamrespons verto-
nen na vaccinatie met Bexsero, lijkt de bescherming
mogelijk beperkt door de verminderde of volledige
afwezigheid van complementactiviteit [25,26]. Uit
meerdere studies blijkt dat Bexsero een goede
bescherming biedt tegen N. meningitidis-serogroep B
invasieve ziekte, maar vaccinatie leidt niet tot reductie
in dragerschap, waardoor er geen sprake is van ‘herd
immunity’ in de populatie [27].

Het PedvaxHib®-vaccin is een vaccin met dOMV’s van
N. meningitidis-serogroep B met daaraan gekoppeld
het type B polysacharide van Haemophilus influenzae.
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PedvaxHib heeft een efficiéntie van 93-100 procent in
het voorkomen van H. influenzae type B-infecties in
een hoogrisicopopulatie [15], maar leidt niet tot
bescherming tegen N. meningitidis-serogroep B-
infecties.

OMYV-vaccins in klinische testfase

Op dit moment is Bexsero het enige breed toegepaste
OMV-vaccin. Er zijn verschillende type OMV-vaccin-
platforms die op dit moment voor verschillende patho-
genen worden onderzocht. Dit artikel beoogt geen
volledig overzicht te geven van alle op OMV’s-
gebaseerde vaccins die zich in de klinische testfasen
bevinden, maar vermeldt wel dat er momenteel
meerdere OMV-vaccins voor verschillende patho-
genen worden getest in fase I- en -ll-klinische studies
(zie tabel 2).

GMMA, een platform ontwikkeld door GSK, wordt
gebruikt voor de productie van OMV’s van onder
andere Shigella, non-typhoidal Salmonella en Neis-
seria gonorrhoeae. Deze vaccins worden op dit
moment in klinische studies getest (zie tabel 2). Het
iINTS-GMMA-vaccin is een bivalent vaccin dat bestaat
uit Salmonella Enteritidis- en Salmonella Typhi-
murium-OMV'’s en is primair gericht op het opwekken
van antistoffen tegen het O-antigeen van deze
pathogenen [28].

Het INTS-TCV is combinatievaccin bestaande uit het
bivalente INTS-GMMA en het glycoconjugaatvaccin
TyphiBEV (Biological E, India), dat ontwikkeld wordt
om te beschermen tegen tyfus [29]. De combinatie van
deze twee vaccins leidde bij muizen tot een brede
bescherming tegen een breed panel van relevante
heterologe Salmonella-stammen [29]. Het altSon-
flex1-2-3-vaccin is een viercomponentenvaccin
bestaande uit OMV’s van drie S. flexneri-stammen en
één S. sonnei-stam geadjuveerd met aluminium-
hydroxide. Dit altSonflex1-2-3-vaccin is ontworpen om
antistoffen op te wekken tegen de verschillende O-
antigenen van deze bacterién [30]. Het NgG-
gonokokkenvaccin is gebaseerd op genetisch
gedetoxificeerde OMV’s van N. gonorrhoeae-stam
FA1090 [31]. In muizenmodellen toonde het NgG-
vaccin een betere bescherming dan het kruis-
reagerende Bexsero-vaccin met immuniteit die gericht
is tegen zowel eiwitten als LOS [31]. Daarnaast worden
ook OMV-vaccins met gekoppelde antigenen getestin
klinische studies. Een voorbeeld hiervan is het
intranasaal toegediende vaccin tegen COVID-19,



Tabel 2. Verschillende OMV-vaccins in klinische testfasen | en |l.

Fase Pathogeen Vaccin Type OMV’s Producent ClinicalTrials.gov ID

] Invasieve non-typhoidal iINTS-GMMA GMMA GSK NCT06213506
Salmonella

1/lla Invasieve non-typhoidal iNTS-TCV GMMA GSK NCT05480800
Salmonella en Salmonella Typhi

lenll Shigella spp. altSonflex1-2-3 | GMMA GSK NCT05073003

NCT06663436
1/1l Neisseria gonorrhoeae NgG GMMA GSK NCT05630859
| COVID-19 Avacc 10 mOMV Intravacc NCT05604690

Avacc 10 van Intravacc, waarbij het gestabiliseerde
SARS-CoV-2-spike-eiwit is gekoppeld aan N.
meningitidis-serogroep B-OMV’s [32].

Een pathogeen dat vooral bij ouderen steeds vaker
(invasieve) infecties veroorzaakt is de niet-typeerbare
H. influenzae (NTHi) [33,34]. De genetische variatie
tussen NTHi-stammen is vele malen groter dan
bijvoorbeeld bij H. influenzae type b [35], wat het lastig
maakt om met enkele eiwitantigenen een brede
bescherming te bereiken. Daarnaast beschikt H.
influenzae over genen die via fasevariatie de expressie
van eiwitten makkelijk aan en uit kunnen zetten, met
name voor eiwitten die betrokken zijn bij de opbouw
van het LOS en bij de celadhesie, wat de heterogeniteit
van antigenen nog verder vergroot. OMV’s zouden een
mogelijke oplossing kunnen bieden omdat de
multivalente compositie van dit type vaccins de
heterogeniteit van antigenen kan compenseren.
Hoewel er voor NTHi op OMV-gebaseerde vaccins nog
geen klinische studies zijn aangekondigd (zie tabel 2),
zijn er wel preklinische data beschikbaar, bijvoorbeeld
uit muizenstudies.

NTHi produceert sOMV’s, maar genetische modifi-
caties die leiden tot verstoring van het transport van

fosfolipiden van het buitenmembraan of tot het
verwijderen van outer membrane protein (Omp) P5
(OmpP5), verhogen de opbrengst van OMV-productie
[36]. Intranasale toediening van sOMV’s van één NTHi-
stam of een mengsel van drie verschillende NTHi-
stammen leidde tot inductie van kruisreagerende
antistoffen en bescherming tegen nasofaryngeale
kolonisatie in muizen [37]. Daarnaast laten NTHi-
mOMV’s met overexpressie van het celadhesie-eiwit
Hia zien dat deze brede bescherming mogelijk is,
hoewel een deel van de NTHi-stammen nog steeds
onvoldoende wordt herkend [38]. In deze studie werd
ook aangetoond dat fasevariabele genen van H.
influenzae kunnen worden uitgeschakeld onder druk
van vaccingeinduceerde immuniteit tegen celadhesie-
eiwitten, wat benadrukt dat effectieve immuniteit tegen
NTHi gericht moet zijn op meerdere antigenen.

Het aantal geregistreerde OMV-vaccins is nog zeer
beperkt, maar er zitten verschillende kandidaat-OMV-
vaccins in de ontwikkelingspijplijn, met name tegen
bacteriéle pathogenen. OMV-vaccins bieden belang-
rijike voordelen: ze hebben intrinsieke adjuvant-
activiteit, een multivalente samenstelling, en kunnen
dienen als dragers voor heterologe eiwitten en
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polysachariden. Daartegenover staan enkele uitda-
gingen. Afhankelijk van het type OMV kunnen de
productiemethoden relatief complex zijn, en de
aanwezigheid van componenten zoals LOS/LPS kan
leiden tot verhoogde reactogeniciteit, waardoor
bijwerkingen zoals koorts vaker kunnen optreden. Dit
zou de bereidheid tot vaccinatie negatief kunnen bein-
vloeden.

Voor H. influenzae vormt de genetische heterogeniteit
een belangrijk obstakel voor de ontwikkeling van een
breed werkend vaccin. Een OMV-vaccin zou, dankzij
de multivalente samenstelling, mogelijk een oplossing
kunnen bieden.
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