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Outline

• Microscopia in fluorescenza

• Fluorescent Neuronal Cells dataset

• Cell ResUnet (c-ResUnet)

• Ispezione risultati

• Possibili sviluppi
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Microscopia in Fluorescenza



Cos’è?

• Tecnica di imaging 

• Assorbimento/emissione luce

• Spesso utilizzata in life science
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Applicazioni

• Studio meccanismi responsabili del
torpore nei roditori [10]
• Importanti ricadute umane

• Neuroni marcati con fluoroforo giallo

• Varie tonalità, forme e grandezze

• Obiettivo: conteggio neuroni marcati

27/02/2023 7

https://www.nature.com/articles/s41598-019-51841-2


Problema

• Manuale
• Time-consuming
• Error-prone

• Interpretazione soggettiva
casi limite
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Obiettivo

Automazione

Interpretabilità
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Contributo

• Approccio Deep Learning per riconoscimento e conteggio
• cell-ResUnet (c-ResUnet)

• test against SOTA

• Ablation studies
• Weight Map (WM)

• Artifacts Oversampling (AO)

• Fluorescent Neuronal Cells dataset
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Strategia

• Counting by segmentation
• Semantic segmentation

• Convolutional neural network
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Fluorescent 
Neuronal Cells 
dataset

• 283 immagini ad alta 
risoluzione (1200x1600 px)

• Ottenere annotazioni è 
molto dispendioso

• Approccio semi-automatico
• 252 bozze basate su 

filtro luminosità, rifinite 
poi da esperti

• 31 immagini segmentate 
manualmente

27/02/2023 12



Filtro semi-automatico
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Encoding colore
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RGB HSV



Distribuzione conteggi
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Area e Feret diameter
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Sfide

Sbilanciamento classi

Overcrowding

Rumore etichette

Artefatti
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Class imbalance
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Metodi

• c-ResUnet

• Ablation studies
• Weight maps (WM)
• Artifacts oversampling (AO)
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Cell ResUnet

• Convoluzione 1x1 iniziale
• Conversione grayscale

→ Colourspace appreso

• Bottleneck
• Blocco residuo addizionale
• Filtri 5x5 (anzichè 3x3)

→ Maggiore field-of-view



Weight maps

• Penalizzano errore in aree sovrafollate

• Effetto additivo

30

𝑤 = exp −
𝑑2

2𝜎2 ,

where 
𝑑: distance from a cell 
σ = 25px (mean cell radius)
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Weight maps

• Penalizzano errore in aree sovrafollate

• Effetto additivo
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Artifacts oversampling

• Difficile da gestire

• Sottorappresentati

• Ricampionati con fattore 6
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Experiments

33

Ablation studies

• Full design (WM + AO)

• Weight maps only (no AO)

• Artifacts oversampling only (no WM)

Benchmark against
SOTA architectures

• c-ResUnet (1.7M params)

• ResUnet (887k params)

• Unet (14M params)

• small Unet (876k params)

Metrics of 
performance

• Detection: F1 score, AUC

• Counting : R2, MAE
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Training pipeline

• 150 training; 63 validation; 70 test

• 512x512 crop

• Augmentation
• Rotazioni, rumore Gaussiano, variazione luminosità, deformazioni

elastiche
• Fattore re-sampling

• 4 per immagini segmentate semi-automatically
• 10 per immagini segmentate manualmente
• 25 per artefatti

3427/02/2023



Post-processing

27/02/2023 35

    

  

  

    

   

  

   

        
          

   
  
  

            

    

  

  

    

   

  

   

        
          

   
  
  

            

(b) raw heatmap (c) thresholded (d) post-processed(a) ground-truth



Qualitative evaluation: prediction
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Qualitative evaluation: artifacts
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c-ResUnet (no AO) c-ResUnet

                         

 

   

   

   

   

    

                                                         

                                                    

                         

 

   

   

   

   

    

                                                      

                                                  



Qualitative evaluation: weight maps
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Quantitative evaluation
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Recap

c-ResUnet performa meglio dei competitor

Prestazioni simili ad operatore umano

“Effetto operatore” sistematico

Weight map utili

Pubblicazione dataset  e modello allenato

Artefatti
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Punti 
aperti

Lifecycle completo:

• Messa in produzione

• Labeling



Punti aperti: produzione
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Poco fruibile senza 
un punto d’accesso 
per utilizzatori finali 
(e.g. servizio web)

• Messa in produzione 
modello



Punti aperti: produzione
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Poco fruibile senza 
un punto d’accesso 
per utilizzatori finali 
(e.g. servizio web)

• Messa in produzione 
modello

• Data access



Punti aperti: labeling

• Annotazioni fondamentali per supervised learning

• Labeling richiede più iterazioni
• Rifinitura maschere
• Annotazioni multiple

• In generale, molto dispendioso

→ Tool per labeling
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Punti aperti: labeling

• Esistono molti strumenti commerciali (e.g. Label 
Studio)
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https://labelstud.io/
https://labelstud.io/


Punti aperti: labeling

• Esistono molti strumenti commerciali (e.g. Label 
Studio)

• Principali necessità
• Collaborativo e accessibile
• Authentication & Authorization
• Configurabile

• Nice-to-have
• CI/CD (e.g. ML-assisted labeling, support active/online 

learning)
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End-to-end lifecycle
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Punti aperti: labeling

• Esistono molti strumenti commerciali (e.g. Label Studio)

• Principali necessità
• Collaborativo e accessibile
• Authentication & Authorization
• Configurabile

• Nice-to-have
• CI/CD (e.g. ML-assisted labeling, support active/online learning)

• Principali difficoltà
• Self-hosting (in particolare storage/calcolo)
• Authentication & Authorization
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Backup



Training pipeline

• Crop images in 512x512 partially overlapping crops

• Augmentation
• rotations, Gaussian noise, brightness variation, elastic transformation

• Augmentation factors set to:
• 4 for semi-automatically segmented images
• 10 for manually segmented images
• 25 for crops in AO

• Train from scratch
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Training settings

• Adam optimizer

• Learning rate (lr) starts at 0.06

• Decrease lr by 30% if no improvement in 4 epochs

• Weighted Binary Cross Entropy loss (1.5 weight for cells, 1 for 
background)

• Train until no improvement in 20 epochs

• TensorFlow implementation through Keras

• 4 NVIDIA V100 GPUs hosted at CNAF
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Post-processing

• Output grezzo: heatmap

• Thresholding
• Introduce iper-parametro
• Ottimizzazione threshold

• Pulizia output
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Metriche performance

• True positives (TP), False Positives (FP) e False Negatives (FN)

• Detection: F1 score, AUC

• Conteggio: R2, MAE

for center in predicted_centers:
compute distance (px) from all true_centers
if minimum_distance < 50:

increase TP count
remove corresponding true center

FN = ntrue – TP
FP = npred - TP
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Metriche detection: F1 score e AUC

• F1 score come metrica principale:

𝑎𝑐𝑐𝑢𝑟𝑎𝑐𝑦 =
𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑃 + 𝐹𝑁
,

𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛 =
𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑃
,

𝑟𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙 =
𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑁
,

𝐹1 =
2 ∙ 𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛 ∙ 𝑟𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙

𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛 + 𝑟𝑒𝑐𝑎𝑙𝑙
,

• Area Under precision/recall Curve (AUC)
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Counting metrics: MAE and R2

Errore assoluto (AE) e percentuale (PE):

𝐴𝐸 = 𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒 − 𝑛𝑝𝑟𝑒𝑑 ,

𝑃𝐸 =
𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒 − 𝑛𝑝𝑟𝑒𝑑

𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒

Coefficiente di determinazione, R2:

𝑅2 = 1 −
σ𝑖 𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒

𝑖 − 𝑛𝑝𝑟𝑒𝑑
𝑖 2

σ𝑖 𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒
𝑖 − ത𝑛

2 ,

Dove 𝑛𝑡𝑟𝑢𝑒
𝑖 , 𝑛𝑝𝑟𝑒𝑑

𝑖 sono il numero di cellule vere e predette per l’immagine 𝑖, 
ത𝑛 è il numero medio di cellule per immagine

6227/02/2023



Threshold optimization
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ROC curve
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Quantitative evaluation
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