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Zusammenfassung

Diese kumulative Dissertation basiert auf den Publikationen “Automated tooth segmentation as an
innovative tool to assess 3D-tooth movement and root resorption in rodents” verdffentlicht 2021
im Journal Head and Face medicine und “Standardized assessment of bone micro-morphometry
around teeth following orthodontic tooth movement: A uCT split-mouth study in mice” verdffen-
tlicht 2021 im Journal of Orofacial Orthopedics (1, 2). Ziel dieser Arbeit war der Vergleich von
Reliabilitdt und Effizienz der neuen Methode ,,automated tooth segmentation* (ATS) basierend
auf der Wasserscheidentransformation zur Segmentierung von Zéhnen in mikrocomputertomogra-
phischen (LCT) Aufnahmen im Vergleich zur manuellen Segmentierung (MA). Zusétzlich wurde
validiert, ob die mit ATS segmentierten Zdhne und Knochenanteile in Endpunktanalysen zur Be-
stimmung von Zahnwurzelresorptionen (RR), Knochenfraktionen (BV/TV) und dreidimensiona-
len (3D) orthodontischen Zahnbewegungen (OTM) geeignet sind. Zur Methodenvalidierung wur-
den drei Méusekopfe mit uCT digitalisiert und alle ersten Molaren jeweils mit ATS (Testgruppe)
und MA (Kontrollgruppe) segmentiert (drei Wiederholungen). Fiir die volumetrische Analyse der
Zahnwurzeln wurden diese unterhalb der Schmelzzementgrenze von der Zahnkrone separiert. Um
das BV/TV zu messen, wurde zusitzlich mit ATS der Kieferknochen segmentiert und eine stan-
dardisierte, zirkuldre Maske um die Zahnwurzeln generiert, die das volume of interest (VOI) zur
BV/TV-Bestimmung beinhaltet. Die Segmentierungsprozessdauer wurde gemessen, und es wur-
den die Zahnvolumen, Zahnwurzelvolumen sowie BV/TV bestimmt. ATS wurde zusitzlich auf (n
= 14) uCT-Aufnahmen aus einer anderen Studie, bei der im Split-Mouth Design der linke Ober-
kiefermolar protrahiert wurde, angewendet. Es wurden bestimmt: BV/TV, RR und OTM. Die
Messung von OTM erfolge durch Spiegelung und Uberlagerung des kontralateralen Knochens
und der Zéhne. Die Ergebnisse zeigen, dass Segmentierung mit ATS signifikant und um 81% zeit-
sparender ist als die manuelle Segmentierung. Die Reliabilitét fiir ATS war hoch (Zahnwurzeln:
ICC =1,0; BV/TV: ICC = 0,99), mit einer hohen Vergleichbarkeit zwischen ATS und MA fiir
Zahnvolumen, Zahnwurzelvolumen und BV/TV. Die protrahierten Zahnwurzeln wiesen signifi-
kant geringere Zahnwurzelvolumen auf (P = 0,03). Die Messung der OTM ergab eine durch-
schnittliche, anteriore Bewegung der Zahne mit mesialer (0,04 mm) und palatinaler (0,06 mm)
Kippung sowie einer Intrusion (0,08 mm). Signifikante Unterschiede waren zwischen dem
BV/TV der protrahierten Molaren und der unbehandelten Kontrollseite festzustellen (P < 0,001)
jedoch nicht zwischen OTM und RR. ATS stellt mit der Registrierung der kontralateralen Kiefer-
seiten eine standardisierte Methode zur volumetrischen Analyse von RR, BV/TV sowie OTM in

Endpunktanalyse dar.



Abstract

This cumulative doctoral thesis is based on the publications “Automated tooth segmentation as an
innovative tool to assess 3D-tooth movement and root resorption in rodents” published in the
Head and Face medicine in 2021 and “Standardized assessment of bone micro-morphometry
around teeth following orthodontic tooth movement: A uCT split-mouth study in mice” published
in the Journal of Orofacial Orthopedics in 2021 (1, 2).

The publications aimed to compare the reliability and efficiency of the new method “automated
tooth segmentation” (ATS) based on the Watershed Algorithm for the segmentation of teeth in
microcomputed tomography (LCT) images in comparison to manual segmentation (MA). In addi-
tion, the teeth and bone segmented with ATS were validated for volumetric measurements of root
resorption (RR), bone volume fraction (BV/TV) and three-dimensional (3D) orthodontic tooth
movement (OTM) in end-point analyses. For method validation, three mice skulls were digitalized
with uCT and all first molars were segmented with ATS (test group) and MA (control group) re-
spectively (three iterations). For volumetric root volume calculations, the roots of the teeth were
separated from the crown below the cementum-enamel junction. In order to measure BV/TV, the
jawbone was additionally segmented with ATS and a standardized circular mask was generated
around the tooth roots containing the volume of interest (VOI) for BV/TV evaluation. The seg-
mentation time was measured and the tooth volumes, the root volumes and the BV/TV were cal-
culated. ATS was additionally applied to (n = 14) pCT images from another study in which the
left maxillary molar was protracted in a split-mouth design. BV/TV, RR and OTM were meas-
ured. OTM were analyzed using the mirror operation and superimposition of the contralateral
bone and teeth. The results show that segmentation with ATS is 81% time-saving (P < 0.01). Reli-
ability for ATS was high (roots: ICC = 1.0; BV/TV: ICC = 0.99), with high comparability be-
tween ATS and MA for tooth volumes, root volumes and BV/TV. The protracted tooth roots had
significantly lower root volumes (P = 0.03). Measurement of the OTM revealed an average ante-
rior movement of the teeth (mesial (0.04 mm), palatal (0.06 mm), intrusion (0.08 mm)). Signifi-
cant differences were observed between the BV/TV of the protracted molars and the untreated
control side (P <0.001) but not between OTM and RR. ATS with the registration of contralateral
jaw parts is a standardized method for volumetric analysis of roots, BV/TV and OTM in end point

analysis.
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1 Einleitung

Zahnwurzelresorptionen stellen einen Verlust der radikuléren Zahnhartsubstanz dar. Dieser Sub-
stanzverlust kann entweder auf das Zahnwurzelzement begrenzt sein oder bis in das Dentin rei-
chen (3). Unterschiedliche Klassifikationen von Zahnwurzelresorptionen wie die Unterscheidung
zwischen externer und interner Zahnwurzelresorption sowie nach der Lokalisation (lateral, apikal,
zervikal), Schweregrad oder Infektionsstatus wurden in der Literatur beschrieben (3, 4). Physiolo-
gisch treten Zahnwurzelresorptionen in der ersten Dentition im Rahmen des Durchbruchs der
zweiten Dentition auf (5-7). In der zweiten Dentition kdnnen leichte Verdanderungen der Zahnwur-
zeloberflache durch physiologische Umbauprozesse des Knochengewebes auftreten (8).

In der Kieferorthopidie sind Zahnwurzelresorptionen eine unerwiinschte aber verbreitete Folge
der Behandlung (9). Durch den Einsatz mechanischer Kréfte, wie sie bei kieferorthopadischen
Apparaturen zum Einsatz kommen, entstehen Druck- und Zugzonen, die ischdmische Nekrosen
durch lokale, vasale Kompressionen sowie Resorptions- und Appositionsvorgiange im kndchernen
Teil des Parodonts initiieren (7, 10). Greifen die Resorptionsvorginge auf das resorptionsresisten-
tere Zahnwurzelzement {iber und werden sie klinisch und rontgenologisch messbar, gelten sie als
pathologisch. Der genaue Mechanismus ist aber bis heute noch nicht vollstidndig verstanden.
Bestimmte Verlagerungsrichtungen der kieferorthopédisch bewegten Zéhne, insbesondere die In-
trusion, scheinen hiufiger Zahnwurzelresorptionen hervorzurufen (9, 11). In der Literatur wird die
Atiologie der Zahnwurzelresorptionen als Kombination aus biologischen, genetischen und mecha-
nischen Faktoren beschrieben (9).

Die meisten kieferorthopédisch bedingten Zahnwurzelresorptionen sind von untergeordneter klini-
scher Bedeutung fiir den Attachmentverlust und bis zu einem gewissen Grad reparabel (7, 9, 12-
14). In 1% bis 3% konnen sie aber mehr als einen Drittel der Zahnwurzel betreffen und damit die

Langzeitprognose dieser Zahne deutlich reduzieren (15-19).

1.1 Methoden zur Bestimmung von Wurzelresorptionen in der Klinik und
im Tiermodell

In der Literatur sind unterschiedliche Methoden zur Zahnwurzelresorptionsmessung beschrieben
(9). Einige basieren auf Analysen der Zahnwurzelresorptionskrater entsprechend ihrer Oberfliche,
Tiefe, Rauheit und/oder threm Volumen. Andere Methoden basieren auf volumetrischen Mes-
sungen. Dabei werden sie als Volumendifferenz der Zahnwurzelvolumen vor und nach einer Be-

handlung oder im Vergleich zu den Referenzzahnwurzelvolumen definiert und gemessen.



Die in-vitro und in-vivo-Diagnostik von Zahnwurzelresorptionen basiert auf unterschiedlichen
Verfahren wie beispielsweise der Histologie, den mikroskopischen Techniken (Lichtmikroskopie,
Rasterelektronenmikroskopie (REM), Transmissionselektromikroskopie (TEM)) oder rontgenolo-
gischer Bildgebung (Zahnfilme, Orthopantomogramme (OPG), digitale Volumentomografie
(DVT), Mikrocomputertomographie (LCT)) (8, 9, 20-23).

Die als Goldstandard geltende Histologie ermdglicht die Untersuchung von Geweben auf makro-
skopischer Ebene. Durch die Einfilhrung des REM und des TEM wurden hohe Auflosungen in
Nanometer-Bereich moglich. Fiir die Quantifizierung von Zahnwurzelresorptionen sind die be-
grenzten Schichtdicken, die Zweidimensionalitit und die Notwendigkeit von Zahnextraktionen
nachteilig. Dadurch sind longitudinale Evaluationen undurchfiihrbar.

Die rontgenologischen Verfahren sind hingegen nicht-destruktiv und bieten momentan die einzige
Moglichkeit fiir eine Zahnwurzelresorptionsdetektion in der Klinik an (22, 24-26). Sie kénnen in
2D-Verfahren wie beispielsweise Zahnfilme oder OPG oder in 3D-Verfahren wie beispielsweise.
DVT oder pCT unterteilt werden. Die 2D-rontgenologischen Verfahren machen eine Quantifizie-
rung der Zahnwurzelresorptionen moglich, scheitern aber an bukkalen oder oralen Flachen (7, 27,
28). Auch Fehler in der Projektion konnen zu verzerrten und inkorrekten Darstellungen und damit
zu falschen Ergebnissen fiihren (29).

Erst mit den 3D-rontgenologischen Verfahren wurde eine volumetrische Quantifizierung moglich.
Das puCT generiert in dieser Gruppe die hochste Auflosung und wird deshalb gerne als Referenz
in Studien genutzt (30). Doch aufgrund der limitierten ObjektgroBe und der hohen Strahlenbelas-
tung ist ihre Anwendung nur fiir Kleintiermodelle zugelassen (31).

Die mit dem pCT generierten 3D-Datensétze erfordern zur Visualisierung und Weiterverarbeitung
Nachbearbeitungsmethoden (32). Sollen relevante anatomische Strukturen aus den Datensétzen
abgegrenzt werden, ist eine Segmentierung erforderlich. Dabei werden Voxel aus den Daten ent-
sprechend ihrer Intensitdt und Dichte extrahiert (33, 34). Die Segmentierungsverfahren sind viel-
féltig und konnen eingeteilt werden nach dem Grad des Modellwissens, welches ein a-priori Wis-
sen iiber beispielsweise Zahnmorphologien nutzt (35). Ohne Modellwissen muss der Anwender
die entsprechenden Regionen manuell markieren. Bei Verfahren mit Modelwissen konnen Infor-
mationen fiir die Segmentierung aus der Bildaufnahme, der erwarteten Gestalt und Grauwertver-
teilung sowie Berticksichtigung durchgehender Konturen einbezogen werden (35). Mit einfachem
Modellwissen arbeiten beispielsweise die Schwellenwertverfahren und die Wasserscheidentrans-
formation (35). Auch eine Einteilung nach der Durchfiihrung in automatische, semiautomatische
und manuelle Segmentierung ist moglich (34).

Die manuelle Segmentierung von Zihnen und umgebenen Geweben ist in der Literatur beschrie-
ben und wird als besonders akkurat angesehen (26, 36, 37). Bei diesem Verfahren miissen die ana-

tomischen Strukturen manuell vom Anwender, meistens in jeder Schicht des 3D-Datensatzes,



markiert werden. Der dafiir bendtigte Zeitaufwand ist sehr hoch und erfordert ein ausreichendes
Wissen iiber die zu segmentierenden Objekte.

Auch das Schwellwertverfahren ist fiir die Segmentierung von Zahnschmelz, Dentin und Pulpa in
der Literatur beschrieben (38). Dieses Verfahren fiihrt jedoch nur bei extrahierten Zdhnen ohne
umgebenes Gewebe zu guten Ergebnissen. Eine Abgrenzung zwischen Zahnwurzelzement und
Knochen ist aufgrund des dhnlichen Grauwertbereichs schwierig oder sogar unmoglich.

Bessere Ergebnisse sind mit der kantenbasierten Wasserscheidentransformation in der Literatur
beschrieben (34). Bei der Segmentierung mithilfe der Wasserscheidentransformation wird zuerst
ein Gradient vom Ursprungsbild erzeugt. Dieses Gradient-Bild bildet die Kontrastunterschiede ab.
Im néchsten Schritt werden die Grauwerte als Hohenunterschiede gedeutet und geflutet. Das fiihrt
zur Aufteilung der Bildbereiche. Bei manchen Bildern sind Vorbearbeitungen sinnvoll, um aussa-
gekriftige Objektgrenzen zu erhalten und Ubersegmentierung zu vermeiden (39). Durch einen
kantenerhaltenden Glattungsfilter konnen, trotz Bildrauschens, aussagekriftige Objektgrenzen de-
finiert und somit irrelevante Minima eliminiert werden (40-42). Eine besondere Form der Wasser-
scheidentransformation ist die markerbasierte Wasserscheidentransformation. Sie ermoglicht
durch manuelle Platzierung von Markern die Ausgangspunkte der Flutung individuell festzulegen,

um damit den Ubergang zwischen zwei Strukturen hervorzuheben und damit zu optimieren (43).

1.2 Messung und Quantifizierung orthodontischer Zahnbewegungen

Neben der Zahnwurzelresorptionsevaluation ist die Quantifizierung von orthodontischen Zahnbe-
wegungen ein weiterer wichtiger Bereich der Kieferorthopédie. Durch die Applikation eines
Kraftsystems wird bei der orthodontischen Zahnbewegung eine korperliche Zahnbewegung er-
zielt. Wie bereits erwéhnt, entstehen durch die applizierten Kréfte Druck- und Zugzonen im Paro-
dont, die essentiell fiir diese Bewegung sind (44).

Die Quantifizierung orthodontischer Zahnbewegungen sind zahlreich in der Literatur beschrieben
(45-50). Sie basieren groftenteils auf 2D-Verfahren. Dabei wird die kiirzeste Entfernung zwi-
schen dem orthodontisch bewegten und meistens dem benachbarten, scheinbar unbewegten Zahn
gemessen. Dieses Verfahren wird sowohl in der 2D- als auch in der 3D-Bildgebung eingesetzt.
Die Zahnbewegungen fallen durch diese Methode geringer aus, weil sich der zweite Molar, durch
die Mesialdrift, mitbewegt (49). Weitere Moglichkeiten der linearen Messungen von orthodonti-
schen Zahnbewegungen konnen durch Hinzuziehen anderer Referenzpunkte, wie Hockerspitzen,

Fossae oder knocherne Strukturen, sein (49).



Eine 3D-Quantifizierung der orthodontischen Zahnbewegungen bestimmt die Zahnbewegung in
alle drei Richtungen des Koordinatensystems. Dafiir sind 3D-Datensétze notwendig. In der Litera-
tur wurden 3D-Quantifizierungen von orthodontischen Zahnbewegungen mithilfe von tiberlager-
ten, digitalisierten Gipsmodellen beschrieben (50-54). Die dafiir ausgewihlten Datensétze sind in
den Studien von mindestens zwei Zeitpunkten, wie beispielsweise vor und nach einer Behandlung
mit einer bestimmten kieferorthopéadischen Apparatur, vorhanden. Auch mit Abstand- und Win-
kelmessungen in den unterschiedlichen Schnittebenen des 3D-Datensatzes konnten Angaben zur

rdumlichen Bewegung der kieferorthopidisch bewegten Zihne gegeben werden (47).

1.3 Studiendesigns zur Messung von Wurzelresorptionen und Zahnbewe-
gungen

Ein hiufig verwendetes Studiendesign in klinischen, kieferorthopddischen Studien ist das Split-
Mouth Design. Ein wesentlicher Vorteil dieses Designs ist die Kombination einer geringen Stich-
probengrofle im Vergleich zu einem Parallelgruppendesign (55). In der Literatur ist das Split-
Mouth Design auch fiir Quantifizierungen von orthodontischen Zahnbewegungen beschrieben (49,
55). Die im Rahmen solcher Studien erzeugten Datensétze liegen zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten vor und konnen, wie bereits oben beschrieben, ausgewertet werden. Auch die Quantifizierung
von Zahnwurzelresorptionen und Untersuchung der Knochenstruktur ist moglich (22, 56-59).

Eine groBe Herausforderung stellen vor allem Endpunktanalysen dieser Studiendesigns dar, wenn

die Datensétze nur von einem Zeitpunkt vorliegen (49).

1.4 Messung und Quantifizierung der periradikulidren Knochenstruktur

Die Knochenremodellierung, die ein Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und -apposition
anstrebt, ist Voraussetzung fiir die orthodontische Zahnbewegung. Deshalb ist die Untersuchung
der Knochenstrukturverdnderungen im Zusammenhang mit den orthodontischen Zahnbewegun-
gen interessant. Die 2D-Verfahren kdnnen nicht den gesamten relevanten Bereich um die Zahn-
wurzeln liickenlos analysieren. Erst mit dem vermehrten Einsatz der 3D-Bildgebung in der zahn-
medizinischen Forschung wurden 3D-Analysen der Knochenmikrostruktur moglich. Vor allem
mithilfe von puCT kénnen hochauflésende Datensitze generiert werden, die longitudinale Untersu-
chungen ermoglichen. Der relevante Bereich, also die ,,region of interest* (ROI) ist dementspre-
chend der kndcherne Bereich (Fldche) um die Zahnwurzeln, in dem Verénderungen der Knochen-

struktur durch die orthodontischen Zahnbewegungen zu erwarten sind. Die Festlegung einer ROI



ist nicht immer einfach und schwierig zu standardisieren. Es sollte idealerweise die kndcherne Re-
gion der Druck- und Zugzone umfassen. In 3D-Datensétzen wird analog ein ,,volume of interest
(VOI) anstelle einer ROI verwendet.

In der Literatur sind kubische, zylindische und zirkuldre VOI beschrieben (49, 60-62). Sie grenzen
teilweise direkt an das Parodont oder sind in der unmittelbaren Umgebung platziert. Es gibt eine
grofle Anzahl an Parametern zur Bewertung des Knochens. Sie unterscheiden sich je nach Kno-
chenstruktur. Die wichtigsten Parameter fiir den trabekuldren Knochen sind die Knochenfraktion
(BV/TV), trabekuldre Anzahl (Tb.N), trabekuldre Dicke (Tb.Th) und trabekuldrer Abstand
(Tb.Sp) (63). Sie konnen aber je nach Fragestellung um weitere Parameter erweitert werden. Die
Knochenfraktion gibt das Verhéltnis zwischen dem Knochen- und dem Gesamtvolumen eines
VOI an. Die restlichen Parameter beschreiben die Trabekel in ihrer Anzahl, Dicke und Abstand
zueinander.

In der Literatur wird eine Abnahme der Knochenfraktion durch die Knochenremodellierung bei
orthodontischen Zahnbewegungen beschrieben (49, 58, 60, 64). Erfolgt eine Unterteilung des
VOI, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die gemessenen Knochenfraktionswerte in der Druck-
zone zu und in der Zugzone abnehmen (58). Ist durch das Studiendesign bedingt keine longitudi-
nale Untersuchung der Knochenstruktur moglich, wird das Hinzuziehen der kontralaterale Seite
als Kontrolle in einigen Studien beschrieben (49, 58, 65).

Komplexer werden volumetrische Analysen von Zahnbewegungen und Wurzelresorptionen, wenn
3D-Datensitze einer Zahnbewegung im Tiermodell nur vom Endzeitpunkt (Endpunktanalyse) vor-
liegen. In diesem Fall fehlt die Ausgangsposition der Zéhne, so dass nur von der Kontrollseite das
vorhandene Knochenvolumen und die Zahnposition abgeleitet werden kann (Split-Mouth Design).
Obwohl dies in einigen Studien gemacht wurde, ist unklar, in welchem Ausmal Kleintiere sym-

metrisch sind und solche Analysen zulassen.

Das Ziel dieser kumulativen Dissertation war die Priifung der Symmetrie von murinen Kiefern im
Hinblick auf die Fragestellung, ob Split-Mouth Designs fir die Berechnung von 3D-Zahnbewegun-
gen, Wurzelresorptionen und umliegender Knochenremodellierung grundsétzlich geeignet sind. Ein
weiteres Ziel war die Entwicklung und Validierung einer standardisierten Methode zur volumetri-
schen Messung von Zahnwurzel- und periradikuldren Knochenresorptionen sowie zur Bestimmung
der 3D Zahnbewegung bei orthodontischen Zahnbewegungen.

Zur Methodenvalidierung wurden Mausekadaver, die fiir Organentnahmen getotet wurden, mit dem
nCT gescannt. Zur Methodenapplikation wurden bereits vorliegende pCT-Datensétze einer anderen
Studie, bei der im Split-Mouth Design die ersten Oberkiefermdausemolaren protrahiert wurden, ver-
wendet (66).

Im folgenden Kapitel 2 werden die Ziele der Publikationen erléutert, im anschlieBenden



Kapitel 3 sind die originalen Publikationen abgedruckt. Im Kapitel 4 erfolgt eine Diskussion

der Ergebnisse und eine Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext.



2 Ziele

Die vorgelegte Arbeit verfolgt die Zielsetzungen:

1 Priifung der Symmetrie von Mauskiefern von Endpunkt-uCT-Aufnahmen aus Split-Mouth De-

signs.

2 Uberpriifung deren Eignung fiir die Bestimmung orthodontischer Zahnbewegungen und zur

Analyse des periradikuldren Knochens sowie der Molarenwurzeln.

3 Entwicklung und Validierung einer neuen automatisierten Methode zur Zahnsegmentierung
und zur volumetrischen Messung von Zahnwurzel- und periradikuldren Knochenresorptionen

sowie zur Bestimmung der orthodontischen Zahnbewegung.

4  Applikation der Methode auf uCT-Scans von Mausen, bei denen der erste obere rechte Molar

mesialisiert worden war.
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Abstract

trial performing orthodontic tooth movement.

Following ATS, OTM and RR were estimated.

>0.05).

Background: Orthodontic root resorptions are frequently investigated in small animals, and micro-computed
tomography (UCT) enables volumetric comparison. Despite, due to overlapping histograms from dentine and bone,
accurate quantification of root resorption is challenging. The present study aims at (i) validating a novel automated
approach for tooth segmentation (ATS), (i) to indicate that matching of contralateral teeth is eligible to assess
orthodontic tooth movement (OTM) and root resorption (RR), (iii) and to apply the novel approach in an animal

Methods: The oral apparatus of three female mice were scanned with a pCT. The first molars of each jaw and
animal were segmented using ATS (test) and manually (control), and contralateral volumes were compared.
Agreement in root volumes and time efficiency were assessed for method validation. In another n = 14 animals, the
left first upper molar was protracted for 11 days at 0.5 N, whereas the contralateral molar served as contral.

Results: ATS was significantly more time efficient compared to the manual approach (81% faster, P < 0.01), accurate
(volume differences: — 0.01 + 004 mm?), and contralateral roots had comparable volumes. Protracted molars had
significantly lower root volumes (P = 0.03), whereas the amount of OTM failed to reveal linear association with RR (P

Conclusions: Within the limits of the study, it was demonstrated that the combination of ATS and registration of
contralateral jaws enables measurements of OTS and associated RR in pCT scans.

Keywords: Tooth segmentation, Micro computed tomography, Animal experiment, Orthodontic tooth movement

Background
Root resorptions (RR) are an undesired side effect of
orthodontic treatment, and apical shortening of more
than 3 mm was estimated to affect 30-35% of the pa-
tients. [1, 2].
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The current biological concepts of RR have been
mainly derived from small animal studies and end-point
histology. [3-6]. Major drawbacks of this approach,
however, are the high information loss during histo-
logical processing and the limitation to two dimensions.
[7].

Micro computed tomography (pCT) is a complemen-
tary tool enabling high-resolution volumetric analyses of
bone and tooth micro-morphometry. [8-14] In
principle, the 3D-orthodontic tooth movement (OTM)
can be computed even from end-point analyses, and they
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can also be correlated with the associated local hard tis-
sue changes. However, at the time being, the majority of
studies performed 2D linear measurements in the volu-
metric data sets, comparable to 2D histology, or they
mechanically separated murine teeth from bone prior to
scanning. [15].

3D evaluation premises reliable image segmentation
which can be particularly challenging when metal arti-
facts are present, or when histograms overlap. [16-20]
Since mineral contents of cementum and bone were re-
ported to be likewise [21], reliable approaches to seg-
ment tooth roots in pCT are an inevitable premise for
volumetric assessment of OTM and RR in pCT.

Marker-based Watershed algorithms (WS) have been
successfully used to segment computed tomography im-
ages with overlapping histograms. [22, 23] Hence, this
approach may also be applicable in the orthodontic field.

The present study aims at (1) assessing the eligibility
of a WS algorithm for 3D automated tooth segmentation
(ATS), (2) evaluating whether symmetry is sufficient to
use contralateral hemi-maxillae to compute OTM and
RR in mice, and (3) to apply the novel methodology to
pHCT scans from a previous animal study as prove of
concept.

Methods

Animals

Two separate sets of specimens (mice) were used for the
present investigation.

For the method part, i.e. aim (i) and (ii) specified in
the background, skulls from three female mice (BALB/c
strain, age 5.2-5.6 month) were obtained for pCT scan-
ning from the local animal facility of the University Hos-
pital of Disseldorf. For the application part, i.e. aim (iii),
pCT scans from a previously described and published
animal experiment analyzing the effect of orthodontic
tooth movement in mice were used [24]. For that
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purpose, a nickel titanium spring was attached between
the left upper first molar and the incisor, and molar pro-
traction was conducted at 0.5 N for 11 days (Fig. 1). Ac-
cording to the study protocol the included animals had
an age 60 days (9 females, 5 males) and different genetic
profiles, which were out of the scope for the present in-
vestigation. A total of 14 pCT scans were available for
the present investigation. All experiments were done in
accordance with the appropriate animal care committees
and laws (Central institution for animal research and sci-
entific research protection tasks, University hospital of
Disseldorf, Germany; National Institute of Athritis and
Musculoskeletal and Ski Diseases (NIAMS) Animal Care
and Use Committee, reference number: A016-12-09).

Micro computed tomographic analysis

For the method part, the samples were scanned with a
pCT (Viva CT 80; Scanco Medical AG, Briittisellen,
Switzerland) operated at 70 kVp, 114 pA, 8-W, 31.9 mm
FOV, 1500 projections, and an integration time of 500
ms. The
dimensional (3D) volumes with an isotropic nominal
resolution of 10.4 pm voxel size.

For the application part, the samples were scanned
with a pCT 50 (Viva CT 80; Scanco Medical AG, Britti-
sellen, Switzerland) operated at 70 kVp, 76 pA, 300-900
ms integration time and 9-to-10 pm voxel size.

data sets were reconstructed into three-

Image processing

Image processing was performed using Amira software
(v6.5, FEI Visualization Science Group, Burlington, MA,
USA) by a trained investigator (VTS) and validated by
another author (KB).

Automated tooth segmentation
Segmentation of teeth and their roots was achieved in
three steps (Fig. 2). First, the image was prepared by

Fig. 1 Volumetric rendering of the upper jaw from one animal The image shows pCT scans from an animal experiment analyzing the effect of
orthodontic tooth movement in mice with a nickel titanium spring (red) installed between the left upper first molar and the incisor to induce
anterior movement of the first molar. Orthodontic tooth movement was conducted at 0.5 N for 11 days
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Fig. 2 The image shows how the segrmentation procedure of tooth, bone and roots were performed. a First, the image was prepared by marking
the structures to be identified with different colors (labels). b Second, the edges of the structures were filtered (Sobel operator). € Third, each

label was grown until reaching an edge (Watershed algorithm). (O/E) If no clear edge was found (e.g. at contact points between teeth), manual
correction was performed. Different labels were used for "molar, "bone”, "nickel titanium spring” and "air"

marking the structures to be identified with different
colors (labels). Second, the edges of the structures were
filtered (Sobel operator). Third, each label was grown
until reaching an edge (Watershed algorithm). If no clear
edge was found (e.g. at contact points between teeth),
manual correction was performed. Different labels were
used for “molar”, “bone”, “nickel titanium spring” and

s m

alr .

Adjustment of the teeth to a uniform coordinate system
The segmented molars were aligned such that the
cementum-enamel junction (CEJ) coincided with the oc-
clusion plane (Euclidean XY-plane), and that the line
connecting the mesial and distal contact points formed a
45-degree angle with the X- and Y- axis, respectively.

Measurement of the root volumes (mm’)

To calculate the volume of the tooth roots, the roots
were digitally separated from the teeth. This was
achieved by adding a cutting plane 30 voxels (approx.
300 um) below CEJ.

Method validation
To assess eligibility and reliability of the ATS method,
the manual approach (MA) served as reference. There-
fore, each tooth was segmented one more time by label-
ling it slice-wise in the pCT scans. The roots were again
separated as described above.

Both methods, ie. ATS and MA, were repeated three
times, and the respective time requirements were
recorded.

Comparison of root volumes between hemi-maxillae

In end point analyses with split-mouth design, values
from contralateral sites are compared. This premises
comparability. To validate this assumption, the volumes
of roots from contralateral molars were compared (see
statistics section).

Measurement of orthodontic tooth movement and root
resorption (application)

To assess OTM, the contralateral site was used as refer-
ence. Since this site is mirror-symmetric, it had to be
transformed accordingly (mirror-operation, Fig. 3a).
After this, image registration was performed using the
bone tissue as reference (Fig. 3b). Then, OTM was com-
puted by using the unprotracted control-molar as refer-
ence structure (Fig. 3c). To estimate RR, the respective
root volumes from the test and control site were sub-
tracted to assess the absolute hard tissue loss, whereas
their fraction was computed to assess the relative hard
tissue loss.

Statistical analysis
The statistical analysis was performed using the software
program R. [25].

For descriptive purposes, medians and quartile ranges
were computed for each variable and group, and either
represented in text or in boxplots.

To perform method validation, Bland-Altman analyses
were employed to assess agreement between ATS and
MA, and the three repeated measurements are repre-
sented by equal color and symbol in the respective
Bland-Altman plots. Reliability of the segmentation pro-
cedures was analyzed by computing the respective intra
class correlation coefficients (ICC). The time needed for
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Fig. 3 Superimposition process used to analyze tooth movement of upper first molar with the contralateral molar as internal reference. a First

the control site had to be transformed using a mirror operation. b Second, the transformed image was super

reference (only the registered teeth are shown) (Fig. 3b). ¢ Then, OTM was quantified using the reference tooth as control reference structure for

another image registration (due to high symmetry, the contralateral roots are overlapping, the figure also repl
contralateral teeth)

imposed using the bone as
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Fig. 4 Bland-Altman analysis was performed to compare root volumes between the two segmentation approaches (ATS vs. MA). Measurements
from the same animal are labelled with equal colour, and the position of the teeth (upper right UR, upper left UL, lower left LL, lower right LR) is
labeled by icons. Median tooth segmentation time amounted to 8.93 min (quartiles: 8.13-11.76 min) for ATS, and to 55.26 min (quartiles: 49.62—
62.76 min) for MA. Tooth segmentation was by 81% significantly faster using ATS (P < 0.01)
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segmentation (efficiency) was compared using the Wil-
coxon signed rank test.

The Wilcoxon signed rank test was also used to com-
pare contralateral root volumes.

The paired t-test was used to compare OTM and RR
following tooth protraction (normal distribution was val-
idated in advance). Linear regression was employed to
assess linear association between tooth movement and
root resorption (variance homogeneity and normal dis-
tribution of residuals were validated in advance). Results
were found significant at P < 0.05.

Results
Eligibility of ATS for automated tooth segmentation
Automated tooth segmentation was successfully

achieved in all animals. For unprotracted teeth, manual
correction had to be used in the interproximal contact
areas.

When comparing the tooth and root volumes with the
respective reference value from MA segmentation, the
Bland-Altman analyses revealed a mean difference of
0.01 mm? (critical difference: 0.04 mm?) for tooth roots
and 0.03mm?® (critical difference: 0.06 mm?®) for the
teeth (Fig. 4). Reliability of repeated measurements was
high (ATS: ICC = 1.00, MA: ICC = 0.998).

Median segmentation time amounted to 8.93 min
(quartiles: 8.13—11.76 min) for ATS, and to 55.26 min
(quartiles: 49.62-62.76 min) for MA. Tooth segmenta-
tion was 81% faster using ATS (P <0.01).

Volume comparison for contralateral molars
The total volumes of the left and right first molars
amounted to 0548 + 0.117 mm® and 0.543 + 0.114 mm?,
respectively (ATS segmentation). Comparison of contra-
lateral sites did not reveal any significant difference
(ATS segmentation: P = 1.0, MA segmentation: P=0.41).
In addition, visual examination by flipping the right
molar along the sagittal plane and subsequent registra-
tion with the contralateral tooth confirmed symmetry
(the same approach was used to assess tooth movement
in the application part, see Fig. 3).

OTM and associated RR
The mean tooth movements in all 3 dimensions mainly
occurred to the mesial, palatal and intrusion direction.
Following the 3D analyses the analyzed tooth movement
could be interpreted as an anterior movement with me-
sial and palatal tipping and molar intrusion (intrusion:
0.08 mm, mesial: 0.04 mm, palatal: 0.06 mm) (Fig. 5).
Comparison of root volumes of upper first molars after
11 days of experimental tooth movement revealed a
minor but significant loss of hard tissue at the mesial
(control: 2,085,540, Q1-Q3 1,904,077-2,555,135 pm3 VS,
test: 1,986,680, Q1-Q3: 1,717,100-2,411,930 ym® (P =
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0.003)), distal (control: 775,220, Q1-Q3: 646,835-973,
610 pum® vs. test: 659,925, Q1-Q3: 617,975-894,055 pm?>
(P =0.012)), and palatal root (control 1,139,960, Q1-Q3:
881,375-1,454,115 pm® vs. test 1,109,430, Q1-Q3: 868,
145-1,299,900 pm® (P=0.033)) (Fig. 6). Interestingly, the
absolute loss of hard tissue was highest in the mesial
root, whereas relative reduction (%) of root volume
compared to the none treated control site was compar-
able in the mesial and distal root (mesial: 6.08 + 5.85%,
distal: 5.66 + 7.78%, palatal: 3.65 + 6.75%).

Linear regression analysis did not reveal association
between OTM and root resorption (P = 0.69, R? = -
0.06).

Discussion

Micro-CT is frequently used for evaluation of hard-
tissue biopsies. Whereas open access software is avail-
able to assess bone micro-structural parameters [26],
calculation of orthodontic tooth movements and volu-
metric assessment of hard tissue loss has been rarely in-
vestigated. In the orthodontic field, 2D-measurements
between contact points are most commonly assessed to
quantify tooth movements in pCT, even though they do
not reflect the true 3D movement. This may own to the
fact that segmentation of teeth in uCT scans is challen-
ging because grey values from dentine and bone hardly
differ. [21].

Therefore, the present study aimed at assessing
whether a Watershed Algorithm is efficient for tooth
segmentation, whether a split-mouth design is applicable
to estimate the absolute and relative hard tissue loss fol-
lowing tooth protraction, and to apply the novel ap-
proach to puCT scans obtained from a previous animal
study to compute orthodontic tooth movement (OTM)
and root resorption (RR). [24].

In each animal, automated tooth segmentation was
successfully achieved. Accuracy of the method was con-
firmed by the high agreement of tooth- and root vol-
umes assessed with ATS and MA. It has to be noted
that slice-wise manual segmentation was considered to
be the most accurate reference. (27, 28) Careful extrac-
tion of the molars prior to (repeated) pCT scanning has
also been proposed in literature [29, 30], but due to po-
tential detrimental effects this approach was considered
to be not sufficiently reliable.

When comparing the time requirement of the auto-
mated approach with the manual reference, ATS was
about 81% faster. Giving the high number of biopsies
that is frequently analyzed in small animal studies, this
appears to be a relevant benefit of the presented ap-
proach. At this point, it has to be noted that the term
automated specifies “procedures operated by machines
or human to reduce the work done by humans” [31].

13



Trelenberg-Stoll et al. Head & Face Medicine (2021)17:3

Page 6 of 9

mesial

100~

Tooth movement (um)
o

-100-

'
mesial

with palatal rotation and intrusion could be observed

intrusion

Fig. 5 a Schematic drawing representing the mean amount of orthodontic tooth movement in the mesial, buccal and vertical dimension
(intrusion: 0.08 mm, mesial displacement: 0.04 mm, palatal displacement: 0.06 mm). b Boxplot representing the amount of experimental
orthodontic tooth movement of the upper molar in all 3 dimensions. A significant amount of tooth movement in mesial direction associated

buccal

' '
palatal extrusion

Hence, automatic and/or fully automated approaches
may further increase efficiency in the future.

Split mouth designs have been frequently employed in
orthodontics. [32-34] They rely on the assumption that
high agreements exist between the left and right site.
However, this assumption has been rarely validated, even
though comparability was suggested. [35-39] For this
purpose, the tooth and root volumes were compared in
the untreated animals. Intra-animal agreement between
contralateral sites was high, whereas marked differences
were found among the animals (Fig. 4). This indicates
that calculation of the relative hard tissue loss (volume

of the test root divided by the volume of the control
root) may be more accurate then comparing absolute
values between groups. It has to be emphasized that this
volumetric computation of RR is not possible from 2D
images, e.g. projection radiographs or histology.
Assessing orthodontic tooth movements using the
other maxilla as reference required a series of steps.
First, the contralateral site had to be reversed (as it is
mirror symmetric) and registered with the test site. Ad-
justment to an intraoral coordinate system was also re-
quired to measure OTM in all three dimensions, as
reported previously [29, 40]. In contrast, the subsequent
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second molar would enable only linear distance mea-
surements in the interproximal area. To what extent sec-
ond molars remain stationary while the first molar is
protracted remains to be investigated.

In the present study, measurements of RR revealed
that all roots were affected by volume loss (Fig. 6).
Whereas the highest amount (mm®) of hard tissue loss
occurred at the mesial, the greatest relative volume loss
was observed at the distal root. Even though association
of RR and the tooth movement has been postulated [41],
no significant association was found in the present study.
This is in line with a recent systematic review on clinical
trials, which also failed to reveal association of RR and
tooth movement. [42].

Some limitations are associated with the present inves-
tigation. In the method part, only few animals were used.
Assessing OTM by means of the opposite hemi-maxilla
requires symmetry, which may not always be perfect.
Longitudinal in vivo pCT would overcome this limita-
tion. Since scanning time has to be shorter for living ani-
mals scanned with an in vivo uCT, the images would be

more affected by metal artifacts from the nickel titanium
spring,.

In the future, automatic tooth segmentation using arti-
ficial intelligence (Al) might become a fast and accurate
alternative. At the time being and according to the
knowledge of the authors, recent reports mainly focused
on the detection (using bounding boxes) or automatic
segmentation of teeth on 2D-panoramic x-rays. [43, 44]
For volumetric data, very few reports exist as they re-
quire reliable 3D training data. It has to be noted that
creation of training data including accurate 3D-
segmentation of a huge number of data sets can be ex-
tremely time consuming,. [45] Therefore, the present ap-
proach may also be used for efficient creation of training
data for Al based segmentation using convolutional
neural networks in future studies.

Conclusions

The present study demonstrated that the Watershed Al-
gorithm is applicable for tooth root segmentation in
uCT images. Comparable root volumes and shapes were
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found between contralateral teeth, suggesting that esti-
mating root resorption in split-mouth studies is eligible.
Application to an animal experiment analyzing molar
protraction revealed that the contralateral site may also
serve as reference to compute OTM in end-point
analyses.
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Abstract

Purpose Volumetric quantitative analyses of bone micromorphometry changes following orthodontic tooth movements are
hardly standardizable. The present study aimed at validating and applying a novel microcomputed tomography (CT)-based
approach that enables the segmentation of teeth and definition of a standardized volume of interest (VOI) around the roots
to agsess local bone micromorphometry.

Methods The jaws of 3 untreated and 14 orthodontically treated mice (protraction of the upper right molar for 11 days with
0.5N; untreated left upper molar) were scanned with a micro-CT. The first molars and the alveolar bone were segmented,
and a standardized VOI was defined around the teeth. The bone volume per total volume (BV/TV) was assessed within
the VOI, and BV/TV values were compared between contralateral sites in both untreated (method validation) and treated
animals (method application).

Results The intraclass correlation coefficient of 0.99 revealed high reliability of the method. In the untreated animals,
Bland—Altman analysis confirmed comparable BV/T'V fractions (mean difference: —1.93, critical difference: 1.91, Wilcoxon:
p=0.03). In the orthodontically treated animals, BV/T'V values were significantly lower at the test compared to the control
site (test: 33.23%+ 5.74%, control: 41.33%+4.91%, Wilcoxon: p<0.001).

Conclusion Within the limits of the study, the novel approach demonstrated the applicability to evaluate bone micromor-
phometry around teeth subjected to orthodontic treatment.

Keywords Watershed algorithm - Periodontal bone analysis - Microcomputed tomography - Tooth protraction -
Volumetric analysis
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Standardisierte Bewertung der peri-dentalen Knochenmikrostruktur um Molaren nach
kieferorthopiadischer Zahnbewegung
Eine nCT-Split-mouth-Studie an Miusen

Zusammenfassung

Hintergrund Volumetrische quantitative Analysen von Verinderungen der Knochenmikrostruktur nach kieferorthopédi-
schen Zahnbewegungen sind schwer standardisierbar. Ziel der vorliegenden Studie war die Validierung und Anwendung
eines neuartigen mikro-computertomographie(u-CT)-basierten Ansatzes, der die Segmentierung von Zihnen und die De-
finition eines standardisierten ,,volume of interest” (VOI) um die Wurzeln herum ermoglicht, vm die lokale Knochenmi-
krostruktur zu beurteilen.

Methoden Die Kiefer von 3 unbehandelten und 14 kieferorthopédisch behandelten Méusen (Protraktion des oberen
rechten Molaren fiir 11 Tage mit 0,5N; unbehandelter linker oberer Molar) wurden mit einem Mikro-CT gescannt. Die
ersten Molaren und der Alveolarknochen wurden segmentiert und ein standardisiertes VOI um die Zihne definiert. Das
Knochenvolumen pro Gesamtvolumen (BV/TV) wurde innerhalb des VOIs bestimmt. Die BV/TV-Werte wurden zwischen
den kontralateralen Seiten sowohl bei unbehandelten (Methodenvalidierung) als auch bei kieferorthopadisch behandelten
Tieren (Methodenanwendung) verglichen.

Ergebnisse Der Intraklassenkorrelationskoeffizient von 0,99 zeigte eine hohe Reliabilitit der Methode. Bei den unbe-
handelten Tieren bestitigte die Bland-Altman-Analyse vergleichbare BV/TV-Werte (mittlere Differenz: —1,93, kritische
Differenz: 1,91, Wilcoxon-Test: p=0,03). Bei den kieferorthopédisch behandelten Tieren waren die BV/TV-Werte in der
Test- im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedriger (Test: 33,23 %=+ 5,74 %, Kontrolle: 41,33 %+4,91 %, Wilco-
xon-Test: p<0,001).

Schlussfolgerung Im Rahmen der Studie zeigte der neuartige Ansatz die Anwendbarkeit zur Bewertung der Knochenmi-

krostruktur um Zahnwurzeln von Molaren, die einer kieferorthopédischen Behandlung unterzogen wurden.

Schliisselworter Wasserscheidentransformation - Parodontale Knochenanalyse - Mikro-Computertomographie -

Zahnbewegung - Volumetrische Analyse

Introduction

Bone regeneration around teeth is a consequence of com-
plex bone remodeling which involves a balance of resorp-
tion of mineralized bone and formation of new bone ma-
trix [1-3]. Evaluation and quantification of bone micromor-
phometry around teeth can be of interest in the orthodontic
field, but also to assess bone regeneration at periodontally
compromised teeth [4]. For this purpose, histological ex-
aminations were frequently employed [5-9]. Major draw-
backs of histological approaches, however, are the limita-
tion to two dimensions and information loss during unde-
calcified sectioning. In addition, bone microstructure may
largely vary with respect to the cutting position. Eventually,
most histological analyses are limited to end-point analyses
[10-12].

In contrast, microcomputed tomography (micro-CT) is
a nondestructive alternative overcoming the above-men-
tioned limitations. It provides high-resolution volumetric
images and enables three-dimensional (3D) analyses of
bone microstructural properties [13-15]. For small ani-
mals, the dynamics of bone remodeling can be studied
even longitudinally by means of in vivo micro-CT. If only
end-point analyses are possible, corresponding contralateral
sites can be compared instead [16, 17].
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To perform 3D quantitative and qualitative analyses of
hard tissue around teeth, segmentation of the alveolar bone
and definition of standardized volumes of interest (VOIs) is
mandatory. This step can be challenging when histograms
from bone, cement and dentin overlap [18]. Therefore, the
majority of previous micro-CT studies performed linear
measurements in two-dimensional (2D) slices around teeth
or defined a rectangular VOIs between tooth roots to ana-
lyze the alveolar bone microstructural properties [19, 20].
To the best knowledge of the authors, no methods have
been reported for standardized automated analyses of the
alveolar bone around teeth/periodontal ligament space.

The marker-based Watershed algorithm (WS) has been
described in the literature as a tool to segment tissues with
overlapping histograms in volumetric radiographic images
[21, 22]. After placement of different markers at each
anatomical structure, they will be enlarged until reaching
the closest edge. Eventually, a labeled image is created
that can be used for standardized definitions of VOIs and
microstructural analyses.

Therefore, the present study aimed at presenting and val-
idating a novel WS-based method for automated and stan-
dardized assessment of bone micromorphometry around
tooth roots following orthodontic tooth movement in split-
mouth preclinical animal studies.
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3D-Quantification of periodontal bone

Fig. 1 Volumetric rendering of a microcomputed tomography (CT) scan showing the orthodontic appliance from sagittal (a) and occlusal (b)
view. The activated nickel—titanium coil spring (force: 0.5N) is red; the composite is yellow. ¢ Clinical photograph showing the installation of the

orthodontic appliance between the left incisor and upper left first molar

Abb. 1 Die volumetrische Darstellung eines Mikrocomputertomographie(u-CT)-Scans zeigt die kieferorthopidische Apparatur aus sagittaler (a)
und okklusaler (b) Ansicht. The aktivierte Nickel-Titan-Feder (Kraft: 0,5N) ist rof eingefirbt, das Komposit gelh. ¢ Das klinische Foto veranschau-
licht die Insertion der kieferorthopéidischen Apparatur zwischen dem linken Schneidezahn und dem oberen linken ersten Molaren

Materials and methods
Animals

For method validation (Method part), 3 female mice
(BALB/c strain, age 5.2-5.6 months) that did not retricve
any orthodontic treamment were included. For method ap-
plication (Application part), assessment of the bone volume
fraction (BV/TV) was carried oul in 14 mice (11 animals;
Enpp 192 (BALB/cI-Enpp 1*9-2/GrstT)  deficient, 3 ani-
mals: littermate wild type; 9 females, 5 males). In these
animals, a stretched 0.012-inch nickel-titanium closed coil
spring (force: 0.5N) was allached belween the left upper
first molar and the incisors for 11 days (Fig. 1). According
to the previously published protocols [20, 23], the ani-
mals had an age of 60 days when orthodontic treatment
was inilialed. A 2D analysis of micro-CT scans (dislance
measurcment between protracted molar and second mo-
lar, vertical bone loss, periodontal ligament space width),
immunohistochemistry and histological findings have been
reported previously for the same animals (and additional
animals not included in the present study due to lacking
micro-C'I' scans) [20]. All experiments were conducled
in accordance with the appropriate animal care commil-
tees and law (Central institution for animal research and
scientific research protection tasks, University hospital of
Diisseldorf, Germany. National Institute of Arthritis and
Musculoskeletal and Ski Diseases [NIAMS] Animal Care
and Use Commilttee, reference number; A016-12-09),

Microcomputed tomographic analysis

Method part Aller sacrificing (he animals, the skulls were
harvested and the jaws were scanned with a micro-CT (Viva
CT 80; Scanco Medical AG, Briittisellen, Switzerland) op-
crated at 70kVp, 114pA, 8W, 31.9mm 'OV, 1500 projec-
lions, and an integration time of 500ms, The data sels were
reconstructed into three-dimensional (3D) volumes with an
isotropic nominal resolution of 10.4 pm voxel size.

Application part The samples were scanned with a micro-
CT 50 (Micro-CT 50; Scanco Medical AG, Briittiscllen,
Swilzerland) operated at 70kVp, 76 puA, 300-900ms inle-
gration time and 9-10pm voxel size.

Image processing

Image processing was performed using Amira softwarce
(v6.5, FEL Visualization Science Group, Burlinglon, MA,
USA) by a trained investigator (V. T.-S.) and validaled
by another author (C. B.). All steps for the Method part,
which are described below, were performed in triplicate for
validation purposes.

Bone and tooth segmentation
Method part All first molars and the surrounding bone

were segmented using a marker-based Watershed algorithm
(WS). In detail, amedian filter (n=3 iterations) was applicd,
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Fig. 2 'I'he three steps of the marker-based Watcrshed segmentation procedure are shown. Manually placed seed points label cach tissue that is
going (o be segmented. The algorithm enlarges cach label until it touches the edges of the respective material, a Placement of the seed points
(materials: teeth, air, and bone). b Application of an edge filter (i.e. ion of the gradient image) d points still have their initial size,
¢ Growing of the seed points to the boundaries of the gradient image. The seed points now label the respective materials. Color convention: Bone
theige), tooth (red), air (black)

Abb.2 Die 3 Schritte des markerbasierten Wasserscheidentransformationssegmentierungsverfahrens. Manuell platziette Marker definieren jedes
zu segmentierende Gewebe, Der Algorithmus vergréBert jede Markierung, bis sie die Kanten des jeweiligen Materials bertihrt. a Platzierung
der Marker (Materialien: Zihne, Luft und Knochen). b Anwendung eines Kantenfilters (zur Erstellung des Gradientenbildes), die Marker haben
noch ihre Anfangsgriofie. ¢ Wachsen der Marker an die Grenzen des Gradientenbildes. Die Marker kennzeichnen nun die jeweiligen Materialien.

Farbkonvention: Knochen (beige), Zatm (roi), Lull (schwarz)

and a gradient image was computed using the Sobel oper-
alor [or edge delection. Then, the following classification
labels were defined per jaw and quadrant: first molar, bone,
and air. For each label, seed points were located manually
by marking voxcls belonging to the respective tissue. The
seed points were subject 1o automaled growing lowards the
edges of the gradient image (Fig. 2).

Application part The described WS method was used to
segment the first upper molars, the adjacent bone, and the
background (air).

Alignment of bone and molars to the axes of the coordinate
system

Method part Lach segmented molar was aligned such that
the normal vector of the plane containing the cementoe-
namel junction (CEJ) coincided with the z-axis from the
Euclidean coordinate system. For this purpose, three co-
ordinate vectors from the CEJ plane were selected manu-
ally and aligned to the xy-plane by means of a principal
component analysis which was performed in Matlab (Mat-

‘@ Springer

lab R2015a 64-bit, The Mathworks Tnc., MA, USA). After
aligning the segmented molar, the calculated (ranslation and
rotation coordinates were transferred to the segmented bone
tissue.

Application part In the application parl, the alignment was
applied to the upper molars and the alveolar bone only.

Separating the molar roots

Method part After alignment of the CEJ of cach upper and
lower first molar (o the xy-plane of the coordinate system,
1o0ls were separated from the teeth by cropping them at
30 voxels apical to the CEJ (Fig. 3a).

Applaction part After alignment of the CEJ from each up-
per first molar (o the xy-plane of the coordinate syslem,
roots were separated from the teeth by cropping them at
30 voxels apical to the CEJ.
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3D-Quantification of periodontal bone

Fig.3 Definition of a standardized volume of interest (VOT)around the tooth roots for calculation of the bone fraction (BV/TV) values. a Definition
of the height of the YOI (orange). b Definition of the width (color: birne, distance of 100um). ¢ Visualization of the entire volume of interest (VOI}
showing also the fraction of periodontal bone. Coolor convention: Periodontal bone (beige), nondecalcified space of VOI (biue)

Abb. 3 Definition eines standardisierten ,.volume of interest™ (VOI) um die Zahnwurzeln zur Berechnung der Knochenfraktion (BV/TV). a Ver-
anschaulichung der VOI-Héhe (orange). b Veranschanlichung der Breite (Farbe: blaw, Abstand von 100pum). ¢ Visualisicrung des gesamten VOI
einschlieBlich des parodontalen Knochenanteils. Farbkonvention: parodontaler Knochen (beige). nichtentkalkter Bereich des VOI (blau)
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Fig. 4 Bland—Altman plots showing the BV/TV values from repeated measurements in the upper and lower jaw as well as the right and left side
in the untreated animals (Method part). The difference of repeated measurements in the upper jaw were low and amounted to —1.72%, agreement
limits: 0.68% and —4.11% (upper jaw) and —2.15%, agreement limits —0.86% and —3.43% (lower jaw)

Abb.4 Der Bland-Altman-Plot zeigt die BV/IV-Werte aus wiederholten Messungen im Ober- und Unterkiefer sowie der rechten und linken
Seite bei den unbehandelten Tieren (Methodenteil). Die Differenz der Wiederholungsmessungen im Oberkiefer war mit —1,72% gering, Uber-
einstimmungsgrenzen: 0,68% und —4,11% (Oberkiefer), im Vergleich zum Unterkiefer —2,15%, Ubereinstimmungsgrenzen —0.86% und -3,43%
(Unterkiefer)
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Fig.5 Boxplot showing the differences in BV/TV values between the
control (fefi) and the orthodontically treated test side (right). BV/TV
values were significantly lower after 11 days of molar protraction
(BV/TV: p=0.001, test: 33.23 £ 5.74%, control 41.33£4.91%)

Abb.5 Der Boxplot stellt dic BV/TV-Wert-Unterschicde der Kontrol-
le ({inks) und der kieferorthopédisch behandelten Testgruppe (rechts)
dar. Die BV/T'V-Werte waren nach 11 lagen Molarenprotraktion sig-
nifikant niedriger (BV/TV: p=0,001, Test: 33,23+ 5,74%, Kontrolle
41,33 +491%)

Bone volumes

Method part and application part Aflier separation of (he
molar roots, standardized VOIs were created as follows:
All “holes™ (corresponding to the root canals) were filled
virtually, and a dilation filter was applicd to increasc the
size of the roots by 100pm, The originally sized roots were
then subtracted from the enlarged ones to retrieve the stan-
dardized VOI (Iig. 3b). To assess the bone volume per (is-
sue volume (BV/TV) within VOI, the amount of calcified
within VOI was quantified (Fig. 3c¢).

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the software
program R [24].

Method part Reliability of the scgmentation procedures
was analyzed by computing the respeclive intraclass cor-
relation coefficients (ICC), For descriplive purposes, (he
means and standard deviations were computed. To assess
agreement among repeated measurements, Bland—Altman
analyses were employed [25]. Contralateral BV/T'V val-
ues were compared using the Wilcoxon signed rank test.
Results were considered significant at p<0.05.

Application part For descriptive purposes, the means and

standard deviations as well as boxplots were created. The
Wilcoxon signed rank test was used to assess differences in
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BV/TV values between the test and control sites. Results
were considered significant at p<(.05.

Results
Method part

The presented approach allowed to segment teeth and bone
lissue, and (o define standardized volumes of interest (VOI)
around teeth for micromorphometrical analyses of alveolar
bone.

Reliability of the method

Repetition of all procedures (image segmentation, defini-
tion of the VOI, calculation of BV/TV values) in triplicate
confirmed the high reliability of the method. The respective
intraclass correlation cocfficient (ICC) was 0.99.

Comparability of left and right periodontal bone volumes

The overall BV/TV values amounted to 62.19% + 1.80%.
In the upper jaw, slightly lower values were identified
(6141%+1.73%) compared to the lower jaw
(63.05% = 1.44%).

Bland-Aluman analyses confirmed high comparability
of BV/TV around the left and right upper (mean differ-
ence 1.72%), and lower molars (mean difference: 2.15%)
(Iig. 4). This finding is in line with the Wilcoxon signed
rank lest which did not reveal any significant difference in
BV/TV values between the contralateral sites (upper jaw:
p=0.25; lower jaw: p=0.23).

Application part

The overall BV/TV values at the protracted upper right
molars amounted to 33.23% + 5.74%, whereas significantly
higher values were identified at the untreated left side, i.e.,
41.33%+£4.91% {(p=0.001; Fig. 5). Qualitative visual ex-
amination also revealed a more pronounced loss ol calcified
tissue around the mesial root, whercas minor differences
were observed around (he remaining two roots (Iig. 6).

Discussion

Microstructural analyses of bone in conventional histology
are limited to two dimensions and crucially depend on the
sclected cutting position. Whereas histology provides valu-
able information on the cell level, micro-CT has been re-
ported to be an accurate and complementary technique to
assess bone remodeling in all three dimensions [11, 13].
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Fig. 6 Visualization of an unal-
fected (a) and orthodontically
protracted (b) molar with its
surrounding periodontal bane
tissue. Lower amounts of calci-
fied tissue can be seen around
the mesial root of the protracted
molar

Abh.6 Darstellung eines un-
bewegten (a) und eines kiefer-
orthopidisch protrahierten (b)
Molaren mit dem umgebenden
parodontalen Knochengewebe.
Um die mesiale Wurzel des pro-
trahierten Molaren sind gerin-
gere Mengen an kalzifiziertem
Gewebe zu erkennen

In case of overlapping histograms from bone and teeth,
bone segmentation can be challenging and may require ad-
vanced methodologies. "To allow quantitalive comparisons,
standardized definition of a volume of interest (VOI) is
required. In previous studies, linear 21} measurements and
cubic VOIs have been frequently applied. However, no auto-
mated and standardized approaches have been reported for
reliable segmentation and definition of standardized VOIs
around tooth roots. Therefore, the present study aimed at
presenting and validating a method for aulomated and stan-
dardized assessment of bone micromorphometry around
tooth roots, and to apply the novel method to micro-CT
scans from a preclinical animal study performing orthodon-
tic tooth protraction in mice. The respeclive 21D measure-
ments have been published previously [20].

The intraclass correlation coefficient amounted o 0.99
and confirmed the high reliability of the novel approach.

When comparing BV/TV values between contralateral
sites in the untreated animals (Mcthod part), Bland—-Altman
analyses revealed negligible differences of 1.72% in the up-
per, and of 2.15% in the lower jaw. Nevertheless, it has
to be noted that BV/TV values were slightly more het-
crogencous in the lower jaw. The differences between an-
imals were grealer than differences belween conlralateral
sites and amounted to 3.17%+ 1.23% in the upper jaw and
2.00%=0.71% in the lower jaw.

Application of the novel method (Application part} re-
vealed significantly lower BV/TV values at protracted mo-
lars comparcd to the contralateral control sites, probably
resulting [rom bone resorption in the pressure zones, and
less mineralized newly formed bone al the lension zones,

Undecalcified regions were mostly found in proximity
to the tooth root and decreased towards the borders of the
100pm VOI, suggesting that bone resorption was highest
in close proximity to the roots but still present in the se-
lected region. In addition, bone resorption was highest at

the mesial roots which is in line with a recent 3D analysis
showing that intrusion and mesial-palatal tipping was the
most common movement of the protracted teeth [26].

Nonetheless, definition of a reliable VOI is challenging.
It has to be large enough to be representative, whereas on
the other hand, it must not exceed the jawbone. Further-
more, it should be limited to the areas in which bone re-
modeling occurs. In the present study, a diameter of 100 pum
was found to be optimal, as this was the maximum possible
size giving (he boundaries of the jawbone, The Application
part confirmed that bone remodeling occurred in the VOIs,
which demonstrated that the analyzed regions were not too
small.

When comparing the present findings with the previ-
ously published data, it has to be noted that no significant
dillerences in verlical bone loss could be [ound in the pre-
viously published 21> measurements [20]. In contrast, the
present analysis revealed a significant decrease of BV/TV
at the test site, In addition, it revealed that bone loss was
most pronounced al the mesial rool and decreased (owards
periphery. Hence, we believe that this novel approach is
a valuable tool to better understand volumetric changes in
bone micromorphology following orthedontic tooth move-
menis.

Limitations of the present investigation include the lack
ol longitudinal data; thus, dilTerent animals were used [or
method validation, and the comparison of the test and
control sites after 11 days of molar protraction. Further-
more, the study design did not allow differentiation of
whether (he minor BV/TV differences belween animals
from the Method part resulted from differences in genetic
background, age, or were related to the orthodontic appli-
ance which might have impaired food intake. In addition,
analyses were limited to assessment of BV/TV values.
Additional parameters such as trabecular thickness, bone
mincral density, bone surface arca or trabecular spacing
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may be calculated in future studies utilizing the presented
approach to understand the impact of genetic disorders,
metabolic diseases or drug intake on bone remodeling
during orthodontic treatments.

Conclusion

Within its limitations, the present study provides a novel
approach to assess bone micromorphometry in micro-
CT scans within a standardized volume of interest around
murine teeth. It confirmed high agreement of BV/TV values
between contralateral sites in untreated animals. Applica-
tion of the method to animals subjected to orthodontic
tooth protraction confirmed significant reduction of min-
eral content at the test site which was most pronounced at
the mesial root.
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4 Diskussion

In der kieferorthopédischen Forschung sind Quantifizierungen von Zahnwurzelresorptionen und

orthodontischen Zahnbewegungen von groflem Interesse. Durch den vermehrten Einsatz der Mik-
rocomputertomographie (LCT) steigt das Interesse an dreidimensionalen (3D) Analysen in Klein-
tiermodellen. Auch andere Bereiche wie die Parodontologie oder Endontologie kénnen von volu-

metrischen Analysen von Zahn- und Knochenstrukturen profitieren.

4.1 Bewertung der Methode

Die vorgestellte Automated Tooth Segmentation (ATS)-Methode ermdglichte eine effiziente Seg-
mentierung von Hartgeweben, wie Zahnen und Knochen aus Mause-uCT-Aufnahmen. Damit
konnen volumetrische Messungen von Zahnwurzelresorptionen und Resorptionen des periradiku-
laren Knochens in Endpunktanalysen vorgenommen werden. Zusitzlich kdnnen die segmentierten
Hartgewebe zur Bestimmung von 3D orthodontischen Zahnbewegungen verwendet werden.

Eine gro3e Herausforderung der Hartgewebssegmentierung in pCT-Aufnahmen ist der geringe
Kontrast zwischen dem Zahnwurzelzement und dem Knochengewebe.

Die Segmentierung ist entscheidend und bildet die Basis fiir die Genauigkeit weiterer volumetri-
scher Analysen. In der Literatur wird der manuellen Zahnsegmentierung eine hohe Genauigkeit
zugeschrieben. Li et al., Sang et al. und Wang et al. verglichen die manuell segmentierten Zahn-
volumen aus Rontgenbildern, aufgenommen mit digitaler Volumentomographie (DVT), mit Zahn-
volumen der entsprechenden Zahne nach der Extraktion (26, 36, 37). Li et al. und Sang et al. ver-
wendeten einen Laserscanner fiir die Digitalisierung des Referenzvolumens wohingegen Wang et
al. das pCT nutzte. Die genannten Studien beschreiben die manuelle Segmentierung als besonders
akkurat ohne eine signifikante Differenz zwischen dem segmentierten Volumen und dem Refe-
renzvolumen. Eine suffiziente Segmentierung war durch die manuelle Bearbeitung jeder einzel-
nen Schicht in den pCT-Aufnahmen in dieser Arbeit ebenfalls moglich und diente der ATS-Me-
thodenvalidierung als Referenz. Doch der Segmentierungsaufwand war fiir die manuelle Segmen-
tierung um das 6-fache hoher als fiir die Segmentierung mit ATS.

Ru et al. untersucht in seiner Studie die Zahnwurzelresorption der mesialen Zahnwurzel und die
Mikrostruktur des umgebenen Knochens von zehn Wochen alten Ratten anhand von in-vivo pCT
(58). Diese Studie machte jedoch keine genauen Angaben zu dem Segmentierungsverfahren der

Zahnwurzeln. Die Zahnwurzelresorptionskrater waren in der siebten Woche am hochsten. Zusitz-
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lich wurden Angaben zu der genauen Lokalisation der Resorption gegeben. Die meisten Zahnwur-
zelresorptionskrater wurden im apikalen Drittel gemessen. In der vorliegenden Arbeit konnten
mittels ATS alle drei Molarenwurzeln separat voneinander untersucht werden. Absolut wurde die
grofite Zahnwurzelresorption an der mesialen Zahnwurzel gemessen. Bei der relativen Betrach-
tung waren die Zahnwurzelresorptionen an der mesialen und distalen Zahnwurzel vergleichbar.
Eine Unterteilung der Zahnwurzel in ein apikales, mittleres und zervikales Wurzeldrittel, wie sie
bei Ru et al. erfolgt ist, wurde nicht vorgenommen. Dies konnte mit ATS jedoch ohne gro3en
Aufwand nach der Separierung der Zahnwurzeln unterhalb der Furkation nachtréglich erfolgen.
Neben der manuellen Segmentierung sind in der aktuellen Literatur auch vereinzelt semiautomati-
sche Methoden zur Zahnsegmentierung beschrieben (33, 34, 40, 67, 68).

Die Segmentierung mit ATS basiert auf einer markerbasierten Wasserscheidentransformation, die
als automatisiertes oder semi-automatisches Verfahren angesehen werden kann. Dabei ist eine an-
fangliche manuelle Zuordnung der Materialien, die segmentiert werden sollen, notwendig. Der
Segmentierungsprozess im direkten Anschluss verlduft dann automatisch. Dieses Segmentations-
verfahren war erfolgsversprechend, weil der geringe Kontrast zwischen Zahnwurzelzement, Kno-
chengewebe sowie im Bereich von Approximalkontakten eine grofle Herausforderung darstellte.
Der geringe Kontrast dieser Regionen fiihrte bei schwellenwertbasierten Segmentierungsverfahren
zu unprézisen und unbefriedigenden Resultaten.

In der Literatur wurde die Wasserscheidentransformation fiir Zahnsegmentierungen aus zweidi-
mensionalen (2D) und 3D-Aufnahmen beschrieben (33, 34, 40, 68, 69).

In der Studie von Na et al. erfolgte die Segmentierung der gesamten Zahnreihe mittels Wasser-
scheidentransformation an intraoralen Fotografien in der Frontalansicht (69).

Die Segmentierung wird als akkurat beschrieben, beschrianke sich aber nur auf Zahnkronen einer
2D-Aufnahme. Eine Einzelzahnsegmentierung war nicht Gegenstand der Studie.

Sepehrian et al. nutzte die Wasserscheidentransformation fiir die Segmentierung von Zdhnen aus
DVT nur in einer Schicht des 3D-Datensatzes (68). Die Studie beschrieb eine hohe Genauigkeit
fiir die Zahnsegmentierung. Dafiir wurde eine Schicht im DVT ausgewihlt, welche viele Pixel
enthilt, die den Z4hnen zugeordnet werden kénnen. Um Ubersegmentierung mit der Wasserschei-
dentransformation zu verhindern wurden die Datensétze zur Optimierung des Kontrastes mit der
Volumenrenderingtechnik ,,maximum intensity projection* vorbereitet. Erst danach erfolgte die
Segmentierung der Zihne in einer Ebene mit Wasserscheidentransformation. Eine volumetrische
Segmentierung wurde nicht durchgefiihrt.

Mit ATS war eine volumetrische Segmentierung des Zahnes und weiterer Gewebe wie beispiels-
weise Knochen mithilfe der markerbasierten Wasserscheidentransformation moglich.

Auch die Studien von Naumovich et al. und Galibourg et al. beschreiben eine Methode zur Zahn-

segmentierung basierend auf der Wasserscheidentransformation (33, 34).
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Bei Naumowich et al. erfolgte zuerst eine grobe Vorsegmentierung der Zdhne und des umgebenen
Gewebes mittels schwellenwertbasierter Segmentierung (33). Im néchsten Schritt wurden die
Zihne mithilfe der Wasserscheidentransformation segmentiert und abschlieBend manuell zuge-
schnitten. Mit ATS war keine Vorsegmentierung basierend auf manuellen Schwellenwerten not-
wendig, konnte aber gegebenenfalls eine vereinfachte Ausgangssituation fiir die Hauptsegmentie-
rung bieten. Zur Reduktion der Datengréf3e wurden als vorbereitender Schritt bei ATS die zu seg-
mentierenden Molaren aus dem Gesamtdatensatz zugeschnitten. Eine Einzelzahnsegmentierung
wurde bei Naumowich et al. nicht mit der Wasserscheidentransformation durchgefiihrt, sondern
die gesamte Zahnreihe segmentiert und dann jeder Zahn mit einem einfachen Schneidewerkzeug
separiert.

Durch die markerbasierte Wasserscheidentransformation, wie sie bei ATS zum Einsatz kam,
konnte der fiir die weitere Analyse bendtigte einzelne Zahn direkt segmentiert werden. Nur ver-
einzelt waren manuelle Korrekturen im Bereich der Approximalkontakte notig.

Auf die Genauigkeit der Methode geht die Studie von Naumowich et al. nicht ein.

Die Arbeit von Galibourg et al. nutzte die Wasserscheidentransformation fiir die Segmentierung
von Zahnkeimen (34). In dieser Studie wurden Mandibulae von anatomischen Priparaten junger
Kinder (14-64 Monate) mit DVT und CT (Auflosung 41um) digitalisiert und die Zahnkeime im
Vergleich manuell und mithilfe der Wasserscheidentransformation segmentiert. Der Segmentie-
rungsvorteil von Zahnkeimen ist der deutliche Kontrast zwischen dem transluzenten Zahnsack-
chen und der opaken Krone.

Bei ATS gehorte besonders die Grenzflache zwischen Knochen und Zahnwurzeloberflidche sowie
die Kontaktflache zu den Nachbarzidhnen zu den herausfordernden Bereichen fiir den Segmentie-
rungsprozess, der bei Zahnkeimen nicht gegeben ist.

Xia et al. stellt eine Methode zur Zahnsegmentierung mit Okklusionskontakten aus CT-Aufnah-
men vor (67). Die Segmentierung der Zahne erfolgte in mehreren Schritten. Die Zahnkonturen
werden mit der Radon-Transformation und der Hybrid-Level-Set-Methode Schicht fiir Schicht
segmentiert. Im Anschluss wurde ein Mesh-Modell rekonstruiert und eine Segmentierung basie-
rend auf dem Schwellenwert und der Wasserscheidentransformation zur Separierung der in
Okklusion stehenden Zéhne angewendet. Diese Methode wird als prizise und effizient beschrie-
ben. Die vorgestellte Methode nutzt ebenfalls die Wasserscheidentransformation, wie sie auch bei
ATS zum Einsatz kommt. Die mit ATS segmentieren Méausemolaren wiesen keine Okklusions-
kontakte aber Approximalkontakte zu den Nachbarzahnen auf. Wéren Okklusionskontakte vor-
handen, konnte eine manuelle Bearbeitung der lokalen Bereiche, wie sie bei den Approximalkon-
takten erforderlich war, vorgenommen werden, wenn ATS in diesen Bereichen zu unzureichenden

Ergebnissen fiihren.
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In einer neueren Arbeit von Kakehbaraei et al. wurde eine Methode fiir Zahn- und Pulpasegmen-
tierung basierend auf der Wasserscheidentransformation sowie der Schwellenwertmethode fiir
Zahnschmelzsegmentierung aus neunundsechzig DVT-Datensétzen vorgestellt (40). Mithilfe der
markerbasierten Wasserscheidentransformation wurden pro Kiefer alle Zéhne und Zahnpulpen
segmentiert. Der Zahnschmelz konnte aufgrund der hohen Opazitét schwellenwertbasiert segmen-
tiert werden. Die Studie beschreibt eine hohe Genauigkeit, Spezifitit, Sensitivitit und Prézision
fiir die untersuchten Gewebe Zahn, Schmelz und Pulpa. Vorbereitend fiir den Segmentierungspro-
zess verwendete die Studie zur Bildprozessierung, wie die ATS-Methode auch, einen Medianfil-
ter.

Bei der ATS-Methodenvalidierung war ein Bildrauschen unerheblich. Die Anwendung von ATS
auf die pCT-Aufnahmen der protrahierten Molaren wiesen Metallapparatur bedingte Artefakte
auf. Dieses konnte durch die Verwendung des Median-Filters reduziert werden, ohne die Objekt-
grenzen (Kanten) zu verdndern. Auch eine Verldngerung der Scanzeit sowie eine Wiederholung
von Messungen und Bildung von Mittelwerten (frame averaging) kann sich positiv auf das Bild-
rauschen auswirken. Eine Analyse der Effektivitdt dieser Parameter war jedoch nicht Gegenstand
der vorliegenden Studie.

Fiir volumetrische Zahnwurzelmessungen waren nach der Segmentierung standardisierte Separie-
rungen der Zahnwurzeln von der Zahnkrone notwendig.

In den Studien von Li et al. und Baysal et al. erfolgte die Separierung der Zahnwurzeln von
menschlichen ersten Oberkiefermolaren durch die Ausrichtung der Zahnhocker parallel zu einer
horizontalen Ebene und Abtrennung der Zahnkrone entlang des tiefsten Punktes der Furkation
(36, 70). Dadurch war eine individuelle Analyse jeder einzelnen Zahnwurzel moglich. Die Aus-
richtung der Zéhne mithilfe der Hockerspitzen kann problematisch sein, wenn die Zahne Abnut-
zungserscheinungen durch Abrasion oder Attrition aufweisen oder die Zahnhocker durch die kie-
ferorthopadische Apparatur verdeckt sind, wie bei den protrahierten Molaren in der ATS-Metho-
denapplikation. Bei ATS waren drei individuell festgelegte Punkte auf der Schmelzzementgrenze
zur Zahnausrichtung notwendig, die in den uCT-Aufnahmen deutlich erkennbar waren. Diese bil-
deten auch die Schnittfldche fiir die Separierung der Zahnwurzeln von der Zahnkrone. Die
Schnittfliche musste aber um dreiflig Voxel nach apikal verlagert werden, weil auf der Schmelz-
zementgrenzenhohe alle drei Zahnwurzeln noch im Furkationsbereich durch den Pulpaboden ver-
bunden waren. Dieser Voxel-Wert wurde nur fiir die in der Studie eingeschlossenen Mausemola-
ren definiert. Bei andern Zahntypen oder Spezies muss dieser Wert gegebenenfalls angepasst wer-
den. Damit waren die segmentierten und separierten Zahnwurzeln fiir die anschlieenden volu-
metrischen Analysen vorbereitet.

Die Studien von Li et al. und Dindaroglu et al. quantifizierten die Zahnwurzelresorptionen als

Zahnwurzelvolumendifferenz vor und nach der kieferorthopadischen Behandlung anhand von
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DVT-Aufnahmen (36, 71). Die mit ATS ausgewerteten uCT-Aufnahmen waren nur von einem

Zeitpunkt verfiigbar.

4.2 Eignung von Split-Mouth Designs

Wenn longitudinale Rontgendiagnostik nicht moglich sind, wurden alternativ Split-Mouth Designs
herangezogen (57, 72-75). Dabei werden die kontralateralen, nicht kieferorthopddisch behandelten
Zidhne als Referenz genutzt. Im Validierungsteil der vorliegenden Arbeit wurde mit ATS eine
hohe Symmetrie der kontralateralen Zéhne und der Kieferknochen innerhalb der Tiere festgestellt.
Zwischen den unbehandelten Tieren wurden hingegen groflere Unterschiede gemessen. Dies deu-
tet an, dass Split-Mouth Designs von Endzeitpunkten grundsétzlich geeignet sind, um Zahnbewe-
gungen und periradikuldre Knochenremodellierung zu quantifizieren. Weiterhin erscheint die Be-
rechnung von relativen Volumenwerten genauer als der Vergleich absoluter Werte zwischen den

Gruppen.

4.3 Bewertung der Reliabilitit

Auch in longitudinalen in-vivo pCT-Kleintiermodellen ist die Anwendung von ATS fiir volumet-
rischen Messungen und 3D-Zahnbewegungsquantifizierung denkbar.

Die Knochenfraktion wurde nur im Bereich der Molarenwurzeln untersucht. Dafiir wurde ein ,,vo-
lume of interest** (VOI) mit 100 um Durchmesser definiert, welches den lokalen, zirkuldr zahn-
wurzelumfassenden Knochen beinhaltet. Dieser Wert wurde gewahlt, weil er bei den Versuchstie-
ren genug Knochengewebe umfasst, ohne iiber die Knochenanteile hinauszuragen. Die Methoden-
validierung bestitigte eine hohe Reliabilitdt von ATS mit der Generierung des standardisierten
VOI zur Bestimmung der Knochenfraktion. Die Unterschiede waren zwischen den kontralateralen
Seiten kleiner als zwischen den Tieren. Bei der Methodenapplikation sind signifikant niedrigere
Knochenfraktionen auf der Testseite gemessen worden. Die Ursache konnte ein reduzierter Mine-
ralgehalt durch den Knochenremodellierungsprozess in der Druckzone nach der orthodontischen
Zahnbewegung sein. Visuell konnte die grofite Knochenresorption um die mesiale Zahnwurzel
detektiert werden. Sie kann vor allem durch die Intrusion des protrahierten Zahnes initiiert sein.
Da es sich bei den Daten um eine Endpunktanalyse handelt, konnten keine Angaben {iber die Ver-
anderungen des Mineralgehalts iiber die Behandlungsdauer gegeben werden. Der Vergleich zwi-

schen den unbehandelten Tieren, die fiir die Methodenvalidierung verwendet wurden und den Tie-
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ren mit protrahierten Molaren (Methodenapplikation) zeigt eine dreilig Prozent niedrigeres Kno-
chenfraktion bei den kieferorthopadisch behandelten Tieren. Die Ursache ist unklar und miisste

durch eine groBere Fallzahl mit homogenen Versuchstieren weiter untersucht werden.

4.4 Bewertung der Effizienz

Die Untersuchung der Effizienz von ATS bildet einen weiteren Kern der vorgestellten Studie. Es
war zu diesem Zeitpunkt keine Untersuchung der Effizienz zwischen manueller Segmentierung
und Wasserscheidentransformation fiir Zdhne und Knochengewebe in der Literatur bekannt.

In der vorgestellten Studie war ATS einundachtzig Prozent zeitsparender als die manuelle Seg-
mentierung. Die Zeitersparnis fallt tatsdchlich deutlich hoher aus, wenn berticksichtig wird, dass
mit der markerbasierten Wasserscheidentransformation mehrere Objekte zeitgleich und ohne er-
heblichen Zeitaufwand segmentiert werden konnen, die dann fiir weitere Analysen zur Verfiigung
stehen. So wurde mit ATS neben den Zahnen auch das Knochengewebe segmentiert und volumet-
risch analysiert. Die Effizienz von ATS kann noch weiter erhoht werden, wenn kritische Bildbe-
reiche, wie die Approximalkontaktregion, die teilweise manuelle Nachbearbeitung erforderte, aus-
geschlossen wird. Voraussetzung ist, dass die Zahnkrone fiir weitere Analysen nicht benotigt
wird. Dann kann der Datensatz fiir die Segmentierung so vorbereitet werden, dass er unterhalb der
Approximalkontaktregion zuschnitten wird und damit den kritischen Bereich exkludiert.

Die Studie von Naumowich et al. untersucht im Gegensatz zu der vorgestellten Studie nicht die
Genauigkeit der Methode, macht aber Angaben zu der Segmentierungszeit basierend auf der Was-
serscheidentransformation (33). Die Segmentierung des Unterkieferzahnbogens betrug 10-15 Mi-
nuten bei Computertomographieaufnahmen und 20 Minuten bei DVT-Aufnahmen. Im Oberkiefer
dauerte die Segmentierung 5-10 Minuten ldnger. Die Zeit fiir die Zahnseparierung wurde nicht be-
riicksichtigt. Mit ATS wurden kiirzere Zeiten fiir die Zahnsegmentierung mit Ausnahme des Un-
terkiefermolar rechts erreicht (Oberkiefermolar rechts 8,20 Minuten, Oberkiefermolar links 8,28
Minuten, Unterkiefermolar rechts 13,12 Minuten, Unterkiefermolar links 9,00 Minuten).

Die Zeiten sind jedoch nicht vergleichbar, weil mit ATS nicht der gesamte Zahnbogen sondern
eine Einzelzahnsegmentierung durchgefiihrt wurde. Bei der Einzelzahnsegmentierung ist die Zeit
der manuellen Nachbearbeitung der Approximalkontakte enthalten. Auch die Zahne unterscheiden
sich in GroBe und Spezies.

Die Studie von Sepehrian et al. gibt ebenfalls Angaben zu der Segmentierungszeit vom 2,03 s fiir
die Maxilla und 2,04 s fiir die Mandibula an (68). Jedoch bezieht sich die Segmentierungszeit nur

auf eine Schicht aus einem 3D-Datensatz, die vorher manuell herausgesucht wurde.

32



4.5 3D-Quantifzierung von Zahnbewegungen im Split-Mouth Design

Die 3D-Quantifikation der orthodontischen Zahnbewegung ist ein weiterer, wichtiger Aspekt der
vorgestellten Methode. In der Literatur sind 3D-Quantifikationen der orthodontischen Zahnbewe-
gung beschrieben und basieren auf Uberlagerungen der digitalisierten Zahnbdgen zweier Zeit-
punkte (50-54). Auch lineare Messungen zwischen Zihnen oder kndchernen Referenzpunkten
werden genutzt (47, 49, 62, 66). Eine 3D-Quantifizierung der orthodontischen Zahnbewegung in
Endpunktanalysen ist bisher nicht beschrieben worden. Diese war aber mit ATS moglich. Voraus-
setzung dafiir war eine Symmetrie der kontralateralen Zdhne. Zur Vorbereitung wurde der Kno-
chen, der zu dem protrahierten Molaren gehort, mit dem Knochen der unbehandelten kontralatera-
len Seite registriert und dann die Knochentransformation auf den protrahierten Méausemolaren
iibertragen. Durch die Bestimmung des Bewegungsvektors nach Registrierung des protrahierten
Molaren mit dem unbehandelten Molaren konnte die Bewegung in alle Richtungen ermittelt wer-
den. Mit dieser Methode sind grundsétzlich auch Analysen weiterer Zdhne moglich. Eine mog-
licherweise auftretende Bewegung der zweiten Molaren auf der Testseite beeintrachtigt die Mes-
sungen dabei nicht, da die Gegenseite als Referenz genutzt wurde. Sind 3D-Datensitze von zwei
Zeitpunkten oder mehr vorhanden, kann hingegen mit ATS die Zahn- und Knochenregistrierung
der unterschiedlichen Zeitpunkte erfolgen, was zu noch genaueren Ergebnissen fiihren kdnnte. In
diesem Falle wire die Symmetrie der kontralateralen Seite irrelevant.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Zahnbewegung und Zahnwurzelresorption wurde
von Weltmann et al. beschrieben (9). Die Anwendung der ATS-Methode auf die Datensitze der
protrahierten Molaren konnte, wie auch im Review von Sivarajan et al., keinen signifikanten Zu-

sammenhang feststellen (76).

4.6 Limitationen

Neben den beschriebenen Vorteilen weist die Methode auch einige Limitationen auf. Fiir die Me-
thodenvalidierung wurden eine geringe Anzahl an Miusekiefern herangezogen, die keine Metall-
apparaturen in situ aufwiesen. Im Falle einer kieferorthopddischen Behandlung, sind in den Ront-
genaufnahmen kieferorthopéddische Metallapparaturen zu erwarten, die durch die Strahlenaufthér-
tung zu vermehrten Artefakten und damit zu einer erhdhten Segmentierungsdauer fiihren konnten.
Um Metallartefakte zu reduzieren ist die Entfernung der Metallapparatur vor dem Rontgen oder
eine Anpassung der Scanzeit empfohlen.

Die Inhomogenitit der Versuchstiere flir die Methodenapplikation resultiert aus der Zusammen-

setzung der Datensite, die aus einer anderen Studie {ibernommen wurden (66).

33



Die Symmetrie der kontralateralen Zdhne und des Knochens ist Voraussetzung fiir diese Methode.
Longitudinale in-vivo pCT-Scans von verschiedenen Zeitpunkten konnen diese Limitation umge-
hen, weil gleiche Regionen miteinander verglichen werden.

Es wurden bei der Segmentierungszeit und fiir das Segmentierungsergebnis keine unterschiedli-
chen VoxelgroBen beriicksichtigt.

Die uCT-Datensitze der gesamten Méausekdpfe wurden vor der Segmentierung mit der Software
Imagel zugeschnitten. Der Zuschnitt umfasste nur noch den zu segmentierenden Molaren mit um-
gebendem Knochen und den Nachbarzahn. Dies war aufgrund der gro3en Dateigrof3en notwendig,
um die Zeit beim Hochladen in die Software Amira zu minimieren. Die kritischen Bereiche, wie
Zahnwurzeln und umgebender Knochen sowie Approximalkontakte zum Nachbarzahn, waren im
Zuschnitt enthalten.

Die Schmelzzementgrenze war bei allen herangezogenen Mausemolaren gut sichtbar. Je nach Ap-
paratur kann diese jedoch verdeckt sein und damit eine Platzierung der Landmarks erschweren
oder gar unmoglich machen. Eine Alternative konnte die Platzierung der Landmarks im Furkati-
ons- oder Zahnwurzelbereich sein, problematisch ist hier jedoch, dass es keine eindeutige Ebene
gibt, auf der sich die Referenzpunkte befinden. Alternative Platzierungen von Landmarks wurden
in der vorliegenden Arbeit deshalb nicht untersucht.

Die Separierung der Zahnwurzeln dreiBig Voxel unterhalb der Schmelzzementgrenze kann zu ei-
nem Informationsverlust, vor allem im Bereich des koronalen Anteils der mesialen Zahnwurzel
der Oberkiefermolaren, fiihren. Wenn hingegen eine geringere Voxelzahl fiir die Separierung ge-
wiahlt wiirde, blieben die Zahnwurzeln tiber den Pulpakammerboden miteinander verbunden und
machten dadurch eine separierte Zahnwurzelvolumenmessung unmoglich.

Geringe, nicht signifikante Unterschiede der Knochenfraktionen wurden auch bei der Methoden-
validierung gemessen. Nicht geklart werden konnte, ob diese Unterschiede biologische oder ex-
terne Ursachen haben oder im Zusammenhang mit der Separation der Wurzeln stehen. Eine Un-
terteilung des VOI in Zug- und Druckzonen wurde in der vorgestellten Studie nicht vorgenom-
men. Dies wire aber auch nachtraglich moglich, um eine separierte Betrachtung des VOI in der
Druck- und Zugzone zu ermoglichen.

In dieser Studie ist nur ein Knochenparameter erhoben worden. Weitere Knochenparameter kon-

nen aber mit dem standardisierten VOI bestimmt werden.
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4.7 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend stellt ATS eine sehr effiziente und akkurate Methode fiir die Segmentierung
von Hartgeweben mit dhnlichen Grauwerten sowie volumetrische Quantifikation von Zahnwur-
zelvolumen und periradikuldren Knochens im standardisiert festgelegten VOI dar. Aufgrund der
vorhandenen Symmetrie der Mausekiefer zeigt die vorliegende Arbeit unter Einbeziehung der ge-
nannten Limitationen, dass Zahnwurzelresorptionen und die Knochenfraktionen durch Hinzuzie-
hen der kontralateralen Seite in Endpunktanalysen bestimmt werden kénnen. Zusétzlich wurden
mithilfe der segmentierten Zahn- und Knochenvolumen die 3D orthodontischen Zahnbewegungen
gemessen und mit den Ergebnissen der Zahnwurzelresorption und Knochenfraktion verglichen.
Diese Analyse zeigte, dass protrahierte Molaren ein signifikant geringeres Zahnwurzelvolumen
und eine geringere periradikuldre Knochenfraktion aufwiesen als die unbewegte Kontrollseite. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Zahnwurzelresorption und der orthodontischen Zahn-

bewegung konnte jedoch nicht identifiziert werden.
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