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Oceniano kriokonserwację komórek MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego koni i świni  
w roztworach różniących się stężeniami Me2SO, datą produkcji (lotem) oraz porówny-
wano dwie techniki zamrażania. Pożywka o niższym stężeniu krioprotektanta jest klinicz- 
nie pożądana z uwagi na jego szkodliwość, a także aby usprawnić procedury kliniczne 
i laboratoryjne użycia kriokonserwowanych MSC. Niestety według naszych wyników 
zmniejszenie stężenia Me2SO z 10% do 5% powoduje negatywne skutki i dlatego nie jest  
zalecane. Ponadto zaproponowano mało zaawansowany technologicznie, ale wydajny 
system zamrażania, który z powodzeniem mógłby być stosowany przez różne podmioty  
w terenie.

Słowa kluczowe: MSC, koń, świnia, mrożenie, Me2SO

Wyniki dotychczasowych przedklinicznych i klinicznych badań przydatności 
MSC w medycynie regeneracyjnej wskazują na bezpieczeństwo ich użycia i niewiel-
kie zagrożenie efektami niepożądanymi. Biorąc to pod uwagę, można sądzić, że już 
wybrane metody terapii przy użyciu MSC mogą być wprowadzone do rutynowych 
zastosowań klinicznych. Jednak kluczowym zagadnieniem przy wykorzystaniu MSC 
w terapii regeneracyjnej jest opracowanie efektywnego sposobu mrożenia komórek. 
Niestety obecnie wykonywane procedury w procesie mrożenia i rozmrażania skutku-
ją utratą nawet 30% komórek. Znajomość protokołów kriokonserwacji, które zacho-
wują niezmienione właściwości pierwotnych komórek macierzystych, jest niezwykle 
ważna dla hodowli komórkowych i przechowywania komórek macierzystych. Do 
dłuższego przechowywania, komórki są zwykle powoli zamrażane i przechowywane  
w temperaturze  –196°C w ciekłym azocie. Powolne schładzanie zapobiega groma-
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dzeniu się wewnątrzkomórkowego lodu, który może spowodować pęknięcie błony 
komórkowej, jak również może spowodować odwodnienie komórek poprzez tworze-
nie  zewnątrzkomórkowego lodu.  Aby temu zapobiec, powinno się zastosować ideal-
ną szybkość chłodzenia przy wybranym krioprotektancie. Ogólne właściwości wyma-
gane dla związków krioochronnych to niska masa cząsteczkowa, brak toksyczności  
i niska cena (Moon i in., 2008;  Ozkavukcu i Erdemli, 2002). Krioprotektanty dzielą 
się na dwie główne klasy: środki wewnątrzkomórkowe, które zapobiegają przenikaniu 
płynów do wnętrza komórek, tworzeniu kryształków lodu i pękaniu błony (tj. dimetyl 
sulfotlenek (Me2SO), glicerol i glikol etylenowy) i związki pozakomórkowe, które 
nie przenikają przez błonę komórkową i działają poprzez zmniejszenie efektu hipe-
rosmotycznego występującego w procedurze zamrażania. Wśród nich znajdują się 
sacharoza, trehaloza, dekstroza, i poliwinylopirolidon (Ozkavukcu i Erdemli, 2002; 
Janz i in., 2012). Główny powszechnie stosowany środek krioprotekcyjny, dimetylo-
sulfotlenek (Me2SO), zapewnia wysoki współczynnik przeżywalności komórek po 
zamrożeniu, ale kilka opublikowanych prac wskazuje, że może promować różnico-
wanie komórek macierzystych w linię neuronalną, a także wykazuje cytotoksyczność  
w temperaturze pokojowej (Syme i in., 2004; Janz i in., 2012). Obecnie istnieje nie-
wiele alternatywnych krioprotektantów dla Me2SO. Inne substancje, takie jak gli-
cerol, sacharoza czy trehaloza nie wykazują cytotoksyczności, ale nadal wymagają 
dokładniejszej oceny jako krioprotektanty dla MSC.

Szereg badań potwierdza przydatność MSC do leczenia uszkodzeń układu kost-
noszkieletowego, szczególnie u koni. W takich sytuacjach MSC służą do zasiedlania 
naturalnych lub sztucznych rusztowań wszczepianych w miejsca, w których istnieje 
potrzeba uzupełnienia brakującej kości lub chrząstki (Phadke i in., 2013; Khojasteh 
i in., 2013). Materiałem budulcowym rusztowań mogą być naturalnie występujące 
związki, takie jak: kolagen, fibryna, alginiana, agaroza, hialuronian, czy chitosan,  
a także syntetyzowane struktury zbudowane z polimerów kwasu mlekowego czy poli-
glikolowego (Khan i in., 2010). Ponadto rozpoczęto badania przedkliniczne i klinicz-
ne skoncentrowane na regeneracji więzadeł i ścięgien u tego gatunku (Gulotta i in., 
2012;  Alberton i in., 2012). Istotna dla konia jest również możliwość wykorzystania 
MSC do regeneracji mięśni szkieletowych (Tsai i in., 2013; Winkler i in., 2012) po-
przez lokalną regulacje endogennych procesów naprawczych. Świnie, jak wiadomo, 
są właściwym modelem dla badania ludzkich chorób w tym chorób genetycznych ze 
względu na ich podobieństwo anatomiczne, fizjologiczne i genetyczne. Skóra świń-
ska była wykorzystywana do przeszczepów u ludzi (Jiong i in., 2010), a także jako  
model biomedyczny (Motlık i in., 2007) w terapii zastępczej skóry, w tym jako 
substytuty skóry wytworzonej metodami inżynierii tkankowej (Middelkoop i in., 
2004). Ponadto świńskie MSC (pMSC) zostały wykorzystane jako ważny model me- 
dyczny do zastosowania w regeneracji sztucznych kości i zębów u ludzi (Fang  
i in., 2007; Poncelet i in., 2007). Dlatego też proponujemy przeprowadzenie naszych 
badań na koniu i świni. Uzyskane wyniki w przypadku świni stanowiłyby rów- 
nież przyczynek do prac z zakresu przeszczepów ksenogenicznych (świnia-czło- 
wiek). 

Celem naszego doświadczenia było opracowanie warunków kriokonserwacji ko-
mórek MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego pobranego od konia i świni. Nasze 
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wcześniejsze wyniki i obserwacje dowodzą, że komórki macierzyste są bardziej wraż-
liwe na mrożenie–rozmrażanie niż komórki somatyczne Przesłanką było wykorzy-
stanie w praktyce jako środka terapeutycznego MSC pozyskanych od tych zwierząt. 
Zależało nam na zaproponowaniu nieskomplikowanego technologicznie, prostego 
systemu zamrażania, który byłby dostępny w usługach w terenie. Dużym atutem na-
szego doświadczenia jest użycie MSC izolowanych ze szpiku kostnego konia. Po-
dyktowane jest to możliwością aplikacyjnego wykorzystania tych komórek dla celów 
regeneracji tkanki chrzęstnej i kostnej. 

Materiał i metody

Wszystkie odczynniki wykorzystane w naszych doświadczeniu zakupiono w fir-
mie Sigma-Aldrich, Polska z wyjątkiem przeciwciał i kitów wykorzystywanych do 
analiz na cytometrze przepływowym.

Etapy doświadczenia:
Pobieranie poubojowo szpiku od konia i świni, izolacja komórek MSC ze szpiku 

oraz wyprowadzenie linii pierwotnej MSC ww. gatunków zwierząt i hodowla in vitro 
(Opiela i in., 2016). 

• Potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komó-
rek MSC na poziomie białek przy użyciu cytometrii przepływowej (CD90, CD73, 
CD105, CD31, CD34 – co najmniej 3 markery) i immunocytochemii z uwagi na wy-
niki odbiegające od oczekiwanych (Gurgul i in., 2017, 2018).

• Mrożenie komórek dwoma sposobami:
1) mrożenie dwustopniowe: 10% Me2SO w FCS 2 godz. –20°C i kolejne 2 godz.       

–80°C w 3 wariantach mediów do mrożenia: 
a) 10% Me2SO w FCS;
b) 5% Me2SO w FCS; 
c) 5% Me2SO, 50% FBS, 45% DMEM;
2) pudełko do mrożenia Mr. Frosty: komórki MSC zawieszone w 3 wariantach 

mediów do mrożenia: 
a) 10% Me2SO w FCS; 
b) 5% Me2SO w FCS; 
c) 5% Me2SO, 50% FBS, 45% DMEM; 
umieszczano w pojemniku do mrożenia „Nalgene Mr. Frosty” firmy  

Thermo Scientific uzupełnionym alkoholem izopropylowym do 250 ml, co zapewnia 
powtarzalną szybkość chłodzenia 1°C na minutę w zamrażarce mechanicznej przy 
–80°C przez minimum 4 godziny. Tak zamrożone próbki przekładano do ciekłego 
azotu.

Czynnikami doświadczalnymi były również krioprotektanty Me2SO o różnych  
nr katalogowych i dacie produkcji (D4540 i D2650 Sigma-Aldrich).

• Ocena morfologiczna komórek po rozmrożeniu wykonywana była 24 godz. 
po założeniu hodowli oraz przy każdej zmianie pożywki wykonywanej co 48 godz. 
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do momentu uzyskania konfluencji na poziomie 90%. Obecność licznych komórek 
pływających w pożywce, nieprzyklejonych do podłoża, o nieprawidłowym, czyli 
nieregularnym kształcie błony komórkowej, któremu towarzyszyła utrata wrzecio-
nowatego lub romboidalnego kształtu, świadczyła o niskiej jakości hodowli czyli ne-
gatywnym wpływie techniki mrożenia.

• Ocena uszkodzeń błony komórkowej, liczby martwych komórek za pomo-
cą cytometrii przepływowej: do analizy wykorzystano Kit Live/dead  (Invitrogen). 
Do próbki o objętości 1 ml i koncentracji komórek 1 mln/ml dodawano 5 mikro-
litrów SYBR-14 i inkubowano przez 10 min w temp. 37°C. Następnie dodawano 
5 µl roztworu PI i inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej bez do-
stępu światła. Tak przygotowaną próbkę analizowano na cytometrze CytoFLEX  
(Beckman Coulter, USA). Do wzbudzenia używano lasera 488 nm oraz filtrów: zie-
lonego (530/30) dla Sybr-14 oraz czerwonego (610/20) dla jodku propydyny. Otrzy-
mane wyniki analizowano za pomocą programu CytExpert 2.0 (Beckman Coulter,  
USA).

• Ocena apoptozy za pomocą cytometrii przepływowej: do analizy wykorzystano 
Kit Vybrant™ Apoptosis Assay Kit #4 (Invitrogen). Do próbki o objętości 1 ml i kon-
centracji komórek 1 mln/ml dodawano 1 mikrolitr YO-PRO™-1 i 1 mikrolitr jodku 
propydyny 1 mg/ml(PI). Próbkę inkubowano przez 20–30 min na lodzie. Tak przy-
gotowaną próbkę analizowano na cytometrze (CytoFLEX (Beckman Coulter, USA) 
w ciągu maksymalnie 2 godzin. Do wzbudzenia używano lasera 488 nm oraz filtrów: 
zielonego (530/30) dla YO-PRO-1 oraz czerwonego (610/20) dla jodku propydyny. 
Otrzymane wyniki analizowano za pomocą programu CytExpert 2.0 (Beckman Co-
ulter, USA).

Wyniki

Potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komórek 
MSC 

Komórki użyte w niniejszym doświadczeniu zostały scharakteryzowane w ra-
mach wcześniejszych doświadczeń opisanych przez Opielę i in. (2016)  oraz Gurgula 
i in. (2017, 2018).

Próba mrożenia MSC świni – ocena morfologiczna 
Ocenę wykonano na 3 osobnikach, a ponieważ obraz morfologiczny był zbliżony, 

nie przedstawiamy pojedynczych osobników.
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Tabela 4. Komórki MSC żywe i martwe koni w poszczególnych wariantach mrożenia 
Table 4. Live and dead equine MSC cells according to freezing treatment

Numer konia
No. of horse

Wariant mrożenia
Freezing treatment 

Odsetek komórek z nieuszkodzoną błoną
Proportion of cells with intact membrane

1 1 93,74%
1 2 94,97%
1 3 93,27%
1 4 93,41%
1 5 91,63%
2 1 87,66%
2 2 91,42%
2 3 90,38%
2 4 90,35%
2 5 90,20%
3 4 90,71%
3 5 90,16%
3 1,2,3 Nie poddano analizie z powodu zbyt małej wyjściowej 

liczby komórek
Not analysed due to the low initial number of cells

MSC poddano różnym sposobom mrożenia i oceniono po 3-dniowej hodowli od rozmrożenia.
MSC were subjected to different freezing treatments and evaluated following 3 days of culture after thawing.

Znaczenie dla efektywności mrożenia rozumianej jako prawidłowa morfologia 
komórek po rozmrożeniu, niski odsetek komórek uszkodzonych w wyniku mrożenia 
i zamrażania (uszkodzenia błon komórkowych i apoptoza) ma stężenie krioprotek-
tanta, w naszym przypadku Me2SO. Skuteczne jest stężenie 10% w FBS, natomiast 
obniżenie stężenia do 5% wpływa negatywnie na konfluencję i jakość morfologiczną 
komórek w hodowli in vitro. Według naszej oceny obniżenie stężenia FBS i zastąpie-
nie w części objętości FBS przez pożywkę wpływa negatywnie na jakość komórek po 
rozmrożeniu, przeżywalność i konfluencję. Powyższe obserwacje są bardziej  wyra-
ziste w przypadku stosowania dwustopniowej procedury mrożenia. U koni wyniki te 
nie były tak jednoznaczne jak u świń, różnica osobnicza u tego gatunku jest znacznie 
bardziej widoczna, jednak ogólne wnioski w naszej ocenie pokrywają się u obu ana-
lizowanych gatunków. W przypadku MSC świni wykonano analizę uszkodzenia błon 
komórkowych i apoptozy w zależności od stosowanego wariantu mrożenia,  niestety 
tylko na jednym osobniku. Widoczna jest tendencja stosunkowo wysokiego uszko-
dzenia błon komórkowych we wszystkich wariantach u świni, sięgająca od 36 do 
prawie 50%. U konia uszkodzenia te są znacznie mniejsze, ponieważ wynoszą tylko 
od do 12,3%. Z punktu widzenia oceny morfologicznej komórek nie ma znaczenia lot 
krioprotektanta Me2SO ani nawet data produkcji (D4540 vs. D2650). Jednak wyniki 
oceny apoptozy zdają się temu przeczyć. Niestety ocenę apoptozy wykonano tylko na 
MSC świni pochodzących od 1 osobnika, a otrzymane dane są interesujące, gdyż tyl-
ko w przypadku wariantu 5, czyli mrożenia w 5% Me2SO (D2650 – świeży odczyn-
nik) w FBS odnotowano najniższy odsetek komórek apoptotycznych, a najwyższy  
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w wariantach 1 i 2, czyli 10% i 5% Me2SO (D4540- stary odczynnik) w FBS. Kwestia 
ta wymaga dalszej szczegółowej analizy.  

Omówienie wyników

Kriokonserwacja MSC ma kilka innych zalet, takich jak oszczędność czasu i po-
żywki hodowlanej, ochrona przed infekcją/skażeniem, dryf genetyczny czy unika-
nie odrzucenia immunologicznego przy autoprzeszczepie (Xiang i in., 2007). Jednak 
konwencjonalne powolne zamrażanie zawsze wiązało się z uszkodzeniem komórek 
i śmiertelnością z powodu tworzenia się lodu wewnątrzkomórkowego, toksyczności 
środka krioochronnego i odwodnienia przez szybką zmianę temperatury, szczególnie 
w strefie temperatur pośrednich, od –15°C do –60°C (Carvalho i in., 2008). Najczę-
ściej stosowanym środkiem krioprotekcyjnym do przechowywania MSC, hematopo-
etycznych komórek macierzystych (HSC) i embrionalnych komórek macierzystych 
jest dimetylosulfotlenek (Me2SO, dawny skrót DMSO). Stężenie Me2SO stosowane-
go w ogólnej kriokonserwacji komórek wynosi około 10% (v / v) pożywki do krio-
konserwacji (Fleming i Hubel, 2006;  Lee i in., 2005) z rampą chłodzenia ustawioną 
na –1°C/min w urządzeniu do zamrażania z kontrolowaną szybkością, jak np. fryzer. 
Pomyślne przechowywanie MSC i HSC ze stosunkowo wyższą przeżywalnością po 
rozmrożeniu osiągnięto tradycyjną metodą kriokonserwacji (Fleming i Hubel, 2006; 
Lee i in., 2005), dlatego w niniejszym doświadczeniu pominięto mrożenie przy użyciu 
fryzera. Zależało nam też na opracowaniu taniej i łatwo dostępnej techniki do wyko-
rzystania przez różne podmioty w terenie. Trzeba również wspomnieć o działaniach 
niepożądanych Me2SO, takich jak nudności, dreszcze, niedociśnienie i zaburzenia 
rytmu serca u ludzi, zwłaszcza u dzieci poddanych infuzji HSC konserwowanych 
kriogenicznie za pomocą Me2SO (Zambelli i in., 1998). Dlatego całkowite usunię-
cie Me2SO z komórek jest bardzo ważne przed transfuzją, aby uniknąć toksycznych 
skutków ubocznych. 

Niniejsze badanie przeprowadzono w celu wyboru optymalnej pożywki do krio-
konserwacji MSCs z trzech stosowanych oraz optymalnej techniki mrożenia z dwóch 
obecnie stosowanych. Skuteczne jest stężenie 10% Me2SO w FBS. Pomimo działania 
cytotoksycznego i potencjalnie toksycznego dla pacjenta 10% Me2SO jest powszech-
nie stosowany jako środek krioprotekcyjny (Parody i in., 2013; Asghar i in., 2014;  
Lovelock i in., 1959). Ze względu na cytotoksyczność i różne raporty na temat sku-
teczności niższych stężeń Me2SO w kriokonserwacji ludzkich komórek, testowano 
5% Me2SO (Balint i in., 1999;  Berz i in., 2007). Niższe stężenie Me2SO może zmi-
nimalizować efekty toksyczne, które występują przed zamrożeniem oraz w okresie 
bezpośrednio po rozmrożeniu, kiedy MSC znajdują się w pożywce do kriokonser-
wacji. Badania na ludziach wykazały zmniejszoną toksyczność i lepszą wydajność 
MSC przy zmniejszonym stężeniu Me2SO (Carvalho i in., 2008; Rowley i in., 2003). 
Mitchell i in. (2015) stwierdzili, że ​​5% Me2SO jest wystarczającym  krioprotektan-
tem do krótkoterminowej kriokonserwacji MSC. Ock i Rho (2011) porównali najniż-
sze stężenie 5% i najwyższe 20% Me2SO z tradycyjnie stosowanym stężeniem 10% 
Me2SO, aby zminimalizować toksyczność kriokonserwowanych pMSC. Zaobserwo-
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wali oni, że wpływ 5% Me2SO był podobny do konwencjonalnego stężenia 10%  
w odniesieniu do przeżywalności, ekspresji genów związanych z apoptozą i zdolności 
do proliferacji pMSC w LN2 przez miesiąc.  Nasze wyniki uzyskane na MSC świni  
i konia nie zgadzają się jednak z wnioskowaniem powyższych autorów. Faktem jest, 
że korzystanie z niższego stężenia Me2SO byłoby szczególnie ważne w sytuacjach, 
gdy płukanie MSC po rozmrożeniu byłoby opóźnione lub całkowicie pominięte przed 
zastosowaniem klinicznym (tj. wlew do pacjenta). Podatność wszystkich typów ko-
mórek na szok osmotyczny w trakcie rozmrożenia jest dobrze znana (Weiner i in., 
1976; Ginis i in., 2012). Jednak zarówno brak zbilansowanego roztworu izotonicz-
nego i/lub niższe stężenie krioprotektanta w pożywce do mrożenia np. 5% Me2SO 
może doprowadzić do zwiększonej podatności na działanie szoku osmotycznego. Na-
sze wyniki jednoznacznie pokazują że obniżenie stężenia do 5% wpływa negatywnie 
na konfluencję oraz jakość morfologiczną komórek w hodowli in vitro. Również ob-
niżenie stężenia FBS i zastąpienie w części FBS przez pożywkę wpływa negatywnie 
na jakość komórek po rozmrożeniu, żywotność i konfluencję. Użycie 95% FBS było 
zatem w pewnym stopniu chroniące przed zwiększoną podatnością na szok osmotycz-
ny w połączeniu z 5% Me2SO. Z punktu widzenia oceny morfologicznej komórek nie 
ma znaczenia lot Me2SO ani nawet data produkcji. Jednak wyniki oceny apoptozy 
zdają się temu przeczyć. 

Istotna jest również sama technika mrożenia. Wyniki naszych badań są bardziej 
niekorzystne w przypadku stosowania dwustopniowej procedury mrożenia. Wyniki 
te u koni nie były tak jednoznaczne jak u świń, różnica osobnicza u tego gatunku 
jest znacznie bardziej widoczna, jednak ogólne wnioski w naszej ocenie pokrywają 
się u obu analizowanych gatunków. Mitchell i in. (2015) podają ciekawą obserwa-
cję. Otóż wykorzystali bardzo niewielkie różnice w procesie rozmrażania polegające 
na powolnym przenoszeniu kropli MSCs do dużej objętości DPBS (20 ml), zamiast 
stopniowego wprowadzania do DPBS przez ponad 5 minut, jak podano u Garvican 
i in. (2014). Ta niewielka różnica w metodzie rozmrażania spowodowała głębokie 
szkodliwe działanie pożywek do kriokonserwacji składających się z 95% surowicy  
o żywotności po rozmrożeniu mniejszej niż 60%. 

W naszym doświadczeniu zaobserwowaliśmy również tendencję do stosunkowo 
wysokiego uszkodzenia błon komórkowych we wszystkich wariantach u świni, bo 
sięgającą od 36% do prawie 50%. U konia odsetki te były znacznie niższe, wyno-
siły tylko od 5% do 12,3%. Ponadto ocenę apoptozy wykonano tylko na MSC świ-
ni i otrzymane dane wskazały na wpływ daty produkcji Me2SO lub lot produkcji.  
W przypadku mrożenia w 5% ME2SO (świeży odczynnik) w FBS odnotowano naj-
niższy odsetek komórek apoptotycznych, a najwyższy w wariantach 1 i 2 czyli 10% i 
5% ME2SO (stary odczynnik) w FBS. Nie znaleźliśmy w dostępnej literaturze podob-
nych prac doświadczalnych. Temat apoptozy podjęli Ginis i in. (2012), którzy sugero-
wali, że zatrzymanie wzrostu MSC po rozmrożeniu może być wynikiem indukowania 
apoptozy w „słabszych” MSC po rozmrożeniu. Z kolei Mitchell i in. (2015) pływające 
w pożywce komórki po rozmrożeniu nazwali apoptotycznymi MSC, przetrwałymi, 
ale dysfunkcyjnymi komórkami. Według nich zahamowanie wzrostu obserwowane 
po rozmrożeniu wydawało się cofać między 24. i 72. godziną hodowli, jednak „wy-
leczenie” części MSC z apoptozy było niepełne, ponieważ całkowita liczba żywych 
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komórek 72 godziny po rozmrożeniu była znacznie niższa, niż można by się spodzie-
wać, biorąc pod uwagę dane dotyczące  prawidłowej niemrożonej generacji komór-
kowej. Co ciekawe, wzrost w okresie 72 godzin po rozmrożeniu był znacznie szybszy 
niż obserwowany podczas rutynowej hodowli in vitro świeżych MSC. Dane te są 
sprzeczne z innym doniesieniem, w którym raportowano stały wskaźnik proliferacji 
MSC przez 4 dni po rozmrożeniu (Garvican i in., 2014).

Reasumując, zalecamy mrożenie MSCs koni i świni w 10% Me2SO w FBS  
w pudełku do mrożenia Mr. Frosty.
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Development of cryopreservation conditions for heterogeneous mesenchymal stem cells (MSCs) 
isolated from pig and horse bone marrow

SUMMARY

We evaluated the short-term cryopreservation of equine and porcine bone marrow-derived MSCs in 
solutions differing in concentrations of ME2SO and production date, and compared two freezing tech-
niques. Medium with lower concentration of cryoprotectant is clinically desirable to streamline clinical 
and laboratory procedures by use of cryopreserved MSCs. Unfortunately, according to our results decreas-
ing the ME2SO concentrations from 10% to 5% causes negative effects and therefore is not recommended. 
A low-tech, commercially available freezing system that would be affordable in veterinary services was 
proposed.
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