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Abstract
This thesis presents the development and application of advanced label-free and fluorescence-
based optical imaging techniques for high-contrast, quantitative, and super-resolved visual-
ization of biological and industrial samples. The work focuses on the design, implementation,
and validation of novel microscopy systems that address key challenges in optical imaging,
including low contrast, temporal instability for dynamic events, and diffraction-limited reso-
lution.

Firstly, a calcite-based common-path quantitative phase microscopy system for accurate
phase measurements and high-contrast imaging of semi-transparent biological samples has
been presented. The system demonstrated high temporal stability and robust performance
in monitoring dynamic cellular events, such as red blood cell membrane fluctuations and
mouse embryonic fibroblast cell dynamics, with ∼20 mrad phase stability under ambient
conditions. Building on this, a partially spatially coherent light source-based single-shot
quantitative differential phase contrast microscopy system was developed to overcome the
limitations of conventional differential phase contrast and differential interference contrast
phase-shifting approaches. The use of a partially coherent source significantly reduced laser
coherence noise and speckle artifacts, improving image quality and contrast. The proposed
optical configuration, employing a calcite beam displacer, generated two laterally sheared,
parallel beams that produced high-density interference fringes, enabling single-shot gradient
phase imaging along the shear direction. For complete quantitative phase reconstruction,
two orthogonally sheared gradient phase images were acquired and numerically integrated
to obtain accurate and artifact-free quantitative phase maps. This approach allowed rapid,
high-contrast visualization of cellular morphology and refractive index variations, facilitat-
ing detailed analysis of disease-related biophysical properties. Furthermore, the system’s
geometry enables seamless integration with fluorescence, optical trapping, and microfluidic
modules, allowing for versatile multimodal imaging of biological processes.

Next, a novel coverslip-guided total internal reflection fluorescence (Cg-TIRF) microscopy
system was developed to provide a simple, cost-effective, and compact solution for surface-
selective fluorescence imaging. The system utilizes a conventional glass coverslip as a mul-
timode slab waveguide, where thousands of guided modes collectively produce a spatially
averaged evanescent field, ensuring uniform illumination over a large field of view without



the need for mechanical scanning. This innovative configuration eliminates the need for com-
plex optical components, making the system easily adaptable to standard microscopy setups.
Furthermore, by introducing temporal modulation of the laser diode, controlled intensity
fluctuations were generated electronically through current modulation, providing a straight-
forward and low-cost means of achieving fluorescence intensity variations. When combined
with the intensity fluctuation optical nanoscopy (IFON) algorithm, these modulations en-
abled artifact-free super-resolution imaging, demonstrating around threefold improvement
in resolution using polystyrene beads and fixed human bone osteosarcoma epithelial cells
(U2OS cell line). This work establishes a simplified and accessible approach for achieving
both high-contrast and super-resolved fluorescence imaging using standard optical substrates.

The laser-based Cg-TIRF system enabled high-contrast, surface-selective fluorescence imag-
ing. When applied to FFPE tissue sections, however, coherent laser excitation enhanced
background signals from residual chemical compounds. To mitigate this, an LED-based
TIRF platform was developed. Its reduced temporal coherence minimized interference arti-
facts while preserving shallow evanescent excitation, thereby improving fluorescence image
quality in chemically processed tissues.

To expand surface-selective imaging beyond fluorescence labeling, a complementary label-
free near-field approach was implemented using the same Cg-TIRF configuration. Under 488
nm excitation, intrinsic photoluminescence of the glass coverslip served as a localized near-
field illumination source. In combination with the evanescent field, surface-proximal objects
scattered and modified the confined light, producing high-contrast, surface-selective images
without labels. Validation using calibrated microspheres and biological samples confirmed
accurate feature visualization compared to bright-field microscopy. Temporal modulation of
illumination further enabled intensity-fluctuation–based label-free super-resolution imaging.

Collectively, these systems provide versatile platforms for label-free quantitative phase imag-
ing, surface-selective fluorescence, and super-resolution microscopy. The approaches devel-
oped in this thesis offer low-cost, compact, and multimodal solutions, opening new avenues
for live-cell analysis, histopathology, and high-resolution optical characterization of biological
and industrial samples.



सारांश

यह शोधप्रबंध जैिवक तथा औद्योिगक नमूनाें के उच्च िवषमता, मात्रात्मक तथा अितिवभेिदत दृश्यांकन हेतु उन्नत
लेबल-रिहत एवं प्रितदीिप्त-आधािरत प्रकाशीय प्रितिंब͆बन तकनीकाें के िवकास एवं अनुप्रयोग का िवस्तृत अध्ययन
प्रस्तुत करता है। यह कायर् नवीन सूक्ष्मदशर्ी प्रणािलयाें के अिभकल्प, कायार्न्वयन तथा प्रमाणीकरण पर आधािरत
है, िजनका उदे्दश्य प्रकाशीय प्रितिंब͆बन में िवद्यमान प्रमुख सीमाआें , जैसे अल्प िवषमता, गितशील घटनाआें के
अध्ययन में कािलक अिस्थरता तथा िववतर्न-सीिमत िवभेदन, को दूर करना है।
प्रथम चरण में अधर्पारदशर्ी जैिवक नमूनाें के सटीक कला मापन एवं उच्च िवषमता प्रितिंब͆बन हेतु कैल्साइट-
आधािरत समपथ मात्रात्मक कला सूक्ष्मदशर्ी प्रणाली िवकिसत की गई। इस प्रणाली ने पिरवेशीय पिरिस्थितयाें
में लगभग ∼20 mrad कला िस्थरता के साथ लाल रक्त कोिशका िझल्ली उतार-चढ़ाव तथा माउस भू्रणीय
फाइब्रोब्लास्ट कोिशकाआें की गितकी जैसी कोिशकीय घटनाआें के अध्ययन में उत्कृष्ट कािलक िस्थरता एवं
िवश्वसनीय प्रदशर्न प्रदर्िश͆त िकया।
इसके उपरांत आंिशक स्थािनक सुसंगत प्रकाश स्रोत आधािरत एकल-िचत्रण मात्रात्मक िवभेदक कला-िवषमता
सूक्ष्मदशर्ी प्रणाली िवकिसत की गई, िजससे पारंपिरक िवभेदक कला-िवषमता तथा िवभेदक व्यितकरण-िवषमता
कला-स्थानांतरण तकनीकाें की सीमाआें को दूर िकया जा सके। आंिशक सुसंगत स्रोत के उपयोग से लेज़र
सुसंगित-जिनत शोर तथा स्पेकल िवरूपणाें में उल्लेखनीय कमी प्राप्त हुई, िजससे प्रितिंब͆ब गुणवत्ता एवं िवषमता
में सुधार हुआ। प्रस्तािवत प्रकाशीय िवन्यास में कैल्साइट िकरण-िवस्थापक द्वारा पाश्वर्-िवस्थािपत समानांतर िकरणें
उत्पन्न की गइर्ं , िजनसे उच्च-घनत्व व्यितकरण िंफ्र͆ज िनर्िम͆त हुए तथा िशयर िदशा में एकल-िचत्रण गे्रिडएंट कला
प्रितिंब͆बन संभव हुआ। पूणर् मात्रात्मक कला पुनर्िन͆मार्ण हेतु परस्पर लंबवत िशयिरत गे्रिडएंट कला प्रितिंब͆ब प्राप्त
कर उनका संख्यात्मक समाकलन िकया गया, िजससे सटीक एवं िवरूपण-रिहत मात्रात्मक कला मानिचत्र प्राप्त
हुए। इस तकनीक द्वारा कोिशकीय संरचना तथा अपवतर्नांक पिरवतर्नाें का तीव्र एवं उच्च िवषमता दृश्यांकन संभव
हुआ, िजससे रोग-संबंिधत जैवभौितक गुणाें के िवस्तृत िवशे्लषण में सहायता प्राप्त हुई। इसके अितिरक्त, प्रणाली
की ज्यािमित प्रितदीिप्त, प्रकाशीय पाशन तथा सूक्ष्मद्रिवकी मॉडू्यलाें के साथ सरल एकीकरण की अनुमित देती
है, िजससे जैिवक प्रिक्रयाआें का बहुआयामी प्रितिंब͆बन संभव हुआ।
इसके पश्चात् सतह-चयनात्मक प्रितदीिप्त प्रितिंब͆बन हेतु एक नवीन कविस्लर्प-िनदर्े िशत पूणर् आंतिरक परावतर्न
प्रितदीिप्त (Cg-TIRF) सूक्ष्मदशर्ी प्रणाली िवकिसत की गई, जो सरल, अल्प-लागत तथा संिक्षप्त संरचना प्रदान
करती है। इस प्रणाली में पारंपिरक काँच कविस्लर्प को बहुरूपी स्लैब तरंगपथ-िनदर्ेशक के रूप में उपयोग िकया
गया, िजसमें सहस्राें िनदर्े िशत िवधाएँ सामूिहक रूप से स्थािनक रूप से औसत क्षीणन के्षत्र उत्पन्न करती हैं।
पिरणामस्वरूप यांित्रक स्कैिंन͆ग की आवश्यकता के िबना िवस्तृत दृश्य के्षत्र में समरूप प्रकाशन प्राप्त हुआ। यह
अिभनव िवन्यास जिटल प्रकाशीय अवयवाें की आवश्यकता को समाप्त करता है तथा प्रणाली को मानक सूक्ष्मदशर्ी
व्यवस्थाआें के साथ सरलतापूवर्क अनुकूलनीय बनाता है। इसके अितिरक्त, लेज़र डायोड के कािलक मॉडू्यलेशन
द्वारा धारा मॉडू्यलेशन के माध्यम से िनयंित्रत तीव्रता उतार-चढ़ाव उत्पन्न िकए गए, िजससे प्रितदीिप्त तीव्रता



पिरवतर्नाें को सरल एवं अल्प-लागत िविध द्वारा प्राप्त िकया जा सका। इंटें िसटी फ्लक्चुएशन ऑिप्टकल नैनोस्कोपी
(IFON) एल्गोिरथ्म के साथ संयोजन करने पर इन मॉडू्यलेशनाें द्वारा िवरूपण-रिहत अितिवभेदन प्रितिंब͆बन
प्राप्त हुआ तथा पॉलीस्टाइरीन सूक्ष्मकणाें एवं िस्थर मानव अिस्थ ऑिस्टयोसाकार्ेमा उपकला कोिशकाआें (U2OS
कोिशका रेखा) में लगभग तीन गुना िवभेदन सुधार प्रदर्िश͆त िकया गया। यह कायर् मानक प्रकाशीय अधःस्तराें का
उपयोग करते हुए उच्च िवषमता एवं अितिवभेदन प्रितदीिप्त प्रितिंब͆बन की सरल एवं सुलभ िविध स्थािपत करता
है।
लेज़र-आधािरत Cg-TIRF प्रणाली द्वारा उच्च िवषमता एवं सतह-चयनात्मक प्रितदीिप्त प्रितिंब͆बन संभव हुआ।
तथािप, FFPE ऊतक अनुभागाें पर इसके अनुप्रयोग में सुसंगत लेज़र उद्दीपन के कारण अविशष्ट रासायिनक
यौिगकाें से उत्पन्न पृष्ठभूिम संकेताें में वृिद्ध देखी गई। इस समस्या के समाधान हेतु एल. ई. डी.-आधािरत पूणर्
आंतिरक परावतर्न प्रितदीिप्त प्लेटफॉमर् िवकिसत िकया गया। इसकी िनम्न कािलक सुसंगतता ने व्यितकरण
िवरूपणाें को न्यूनतम िकया, जबिक उथले क्षीणन उद्दीपन को संरिक्षत रखा, िजससे रासायिनक रूप से संसािधत
ऊतकाें में प्रितदीिप्त प्रितिंब͆ब गुणवत्ता में उल्लेखनीय सुधार प्राप्त हुआ।
प्रितदीिप्त लेबिंल͆ग से परे सतह-चयनात्मक प्रितिंब͆बन का िवस्तार करने हेतु समान Cg-TIRF िवन्यास का
उपयोग करते हुए एक पूरक लेबल-रिहत िनकट-के्षत्र तकनीक िवकिसत की गई। 488 nm उद्दीपन के अंतगर्त
काँच कविस्लर्प की अंतजार्त प्रकाशदीिप्त ने स्थानीयकृत िनकट-के्षत्र प्रकाश स्रोत के रूप में कायर् िकया। क्षीणन
के्षत्र के साथ संयुक्त रूप से सतह-समीप वस्तुआें ने सीिमत प्रकाश को प्रकीर्िण͆त एवं पिरवर्ित͆त िकया, िजससे
िबना लेबल के उच्च िवषमता एवं सतह-चयनात्मक प्रितिंब͆ब प्राप्त हुए। प्रमािपत सूक्ष्मकणाें तथा जैिवक नमूनाें
के माध्यम से प्रमाणीकरण में ब्राइट-फील्ड सूक्ष्मदर्िश͆ता की तुलना में सटीक संरचनात्मक दृश्यांकन की पुिष्ट हुई।
प्रकाशन के कािलक मॉडू्यलेशन द्वारा इंटें िसटी फ्लक्चुएशन-आधािरत लेबल-रिहत अितिवभेदन प्रितिंब͆बन भी
संभव हुआ।
सामूिहक रूप से, इस शोध में िवकिसत प्रणािलयाँ लेबल-रिहत मात्रात्मक कला प्रितिंब͆बन, सतह-चयनात्मक
प्रितदीिप्त तथा अितिवभेदन सूक्ष्मदर्िश͆ता हेतु बहुउपयोगी प्लेटफॉमर् प्रदान करती हैं। प्रस्तुत िविधयाँ अल्प-लागत,
संिक्षप्त एवं बहुआयामी समाधान उपलब्ध कराती हैं , जो जीिवत कोिशका िवशे्लषण, ऊतक रोगिवज्ञान तथा
जैिवक एवं औद्योिगक नमूनाें के उच्च-िवभेदन प्रकाशीय अिभलक्षणन के िलए नवीन संभावनाएँ प्रस्तुत करती हैं।
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5.8 Simulated spectra demonstrating overlap in the LED-TIRF system. The blue
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