
الٌوم الً بدأت فٌه بتفرٌغ هالمحاضرة والٌوم الً تعرض فٌه ، ٢٦/١٠/٢٠٢٢ الأربعاء

 منظور من الموضوع أخذ المعظمإنه  ورغم زملائنا فً جامعة الزرقاء للحادث المؤسف

 مختلف منظورإلً  كانأنا  ،لكن تماما   صحٌح منظور وهو لتحسٌن بحاجة الً المواصلات

  لو ٌصٌر راح كان شوإنه  بالخبر بوست شفت أول ما خطرلًإلً  ،كل الموضوع عن شوي

 وأنا بالجامعة معٌن لعمل بخطط الأٌام من ٌوم فً كنت لو ٌصٌر راح كان ،شولً أنا كنت

فً  الواحد ما عز وفً كرٌمال وجهه لملاقاة الناس كل بٌن من إختارنً ربنا طرٌقً فً

 تعمله مخطط كنت الً بالعمل ٌأتوك حسناته بمٌزان ٌكون عمل لأي محتاج بكونهالموقف 

  ما إنً مع أجره أنال وراح صالح العمل هذا كان لو السعادة مقدار وتخٌلت الجامعة، فً

 شعوري ٌكون ممكن شو علٌه أحاسب وراح معصٌة العمل هذا كان لو وتخٌلت موقفً عملته

  لازم هٌك ،مشان  ثانٌة كفة فً ٌكون راح هذا والعمل بكفة تكون راح أعمالً كل فعلٌا  

  قبل أولا   نفسً فٌه بخص هالحكً أعمالنا تجاه النواٌا وتجدٌد دائما   المسار تقوٌم فً نستمر

  مكانهم أكون كتبلً ربنا الماضً رمضان من ٢٧ فً لحظة وفً الخطائٌن أحد كونً الجمٌع

  التفرٌغ فً كتابته وفضلت عنً مستبعده شخص أكثر كنتإنً  رغم الموقف لنفس وأتعرض

 . وقت أي فً التفرٌغ بفتح شخص لأي موجود ٌضل لأجل البوست نع

  ونسأله مصابهم وٌشفً العلم شهداء من وٌتقبلهم وٌغفرلهم زملائنا ٌرحم ربنا النهاٌة فً

 . الخاتمة حسن ٌرزقنا و حٌاتنا فً النجاح ٌكتب لناو ٌهدٌنا أن تعالى

 

 خاطرة 

 ��دقاٌق لتجدٌد النواٌا  ٥برٌك 
 طبعا  وبترجعله بعد الامتحان  skipف ١٢اذا الدنٌا لٌلة امتحان والساعة بعد ال



Biological Challenges of the 21st Century 

• How will medical biotechnology change 

our lives in the years ahead? 

– Nanotechnology 

•vx                             بنستخدمها لما ما ٌكون بدنا الدوا ٌصٌرله

بالمعدة او لما بدنا نستهدف  Penetrationاٌتٌتتً                        

 lipid or ironاباباب                          نسٌج معٌن بتكون مغلفة ب

 او اٌتتبتبتبتبتبتتبتبتبتٌتٌتٌٌتت   او شغلات ثانٌة 

• Applications that  

incorporate extremely  

small devices 

• Small particles that  

can deliver drugs  

to cells 



Biological Challenges of the 21st Century 

• How will medical biotechnology change 

our lives in the years ahead? 

– Nanotechnology 

فكرتها بنغلف فٌها الدوا زي الانسولٌن بما بدنا نعطٌه بالفم بنعمله على •

من حمض   degradationمشان ما ٌصٌرله  nanoparticlesشكل 

المعدة فبنصٌر نقدر نعطً الانسولٌن بالفم وبنكون حلٌنا مشكلة الناس الً 

 عندهم مشكلة مع الابر 

 للأدوٌة   drug deliveryفهً بتحسن ال•



Biological Challenges of the 21st Century 

• Gene therapy technology 

– Replacing or augmenting defective genes with 

normal copies of the gene 

• Still have barriers to overcome before this 

technology becomes safe and effective 

سلٌم وبنخلً الجزء كمان الً بدخله جوا  dnaالفاٌروس وبحطوا بدالها ال dnaمن  pathogenic partبشٌلوا ال 

  expressionفً النواة وبعمل  dnaوبنحقن الفاٌروس وبدخل جوا الخلٌة وبحقن ال  dnaالخلٌة وبربطه بال

 للجٌن الً بدنا اٌاه

 

 مش كل أنواع الفاٌروسات ممكن تستخدم فً البٌوتكنولوجً فً أنواع راح نحكً عنها لقدام ما بنقدر نستخدمها * 



Biological Challenges of the 21st Century 

• Gene therapy technology 
• Obstacles include: 

– How can normal genes be delivered to virtually all cells in 

the body? 

فً بكون مشاكل بالخلاٌا التنفسٌة والمعدة وبمناطق   cystic fibrosisزي ال–

مختلفة بالجسم فاحنا بس بنقدر نعالج المشكلة الموجودة بالجهاز التنفسً بٌنما باقً 

 الجسم بضل ٌلزم ٌسخدم الانزٌمات الً بتقلل الزوجة 

– What are the long-term effects of introducing extra genes 

in humans? 

زي الخضار المعدلة جٌنٌا  شو ممكن ٌكون تأثٌرها على الجسم على المدى البعٌد –

 شهر وبعدٌن بنطرد  ١٢- ٦وغالبا  الحٌن بضل حوا الخلٌة من 

– What must be done to ensure the proper protein is made 

after the genes are delivered to the body? 

انا بس ادخل الجٌن فً الخٌلة هل خربلً جٌنات ثانٌة موجودة جواها ولا لاء هذا –

 سؤال لازم ٌنسأل برضو



Biological Challenges of the 21st Century 

• Small interfering RNA (siRNA) is     

emerging technology to silence genes that 

are involved in disease progression 

 صغٌرة  RNAقطع •
زي الناس الً عندها جٌن مسؤول عن سرطان الثدي فبكون استعدادهم الوراثً اكثر من •

غٌرهم فبدل ما ٌعملوا عملٌات استأصال للاهم بربطوا الجٌن المسؤول عن السرطان 

  expressionهاي فببطل ٌصٌرله  RNAعندهم بقطع ال

  مكمل لهاض الجزء RNAفبعملوا  ”GTCAACD“لنفترض انه عنا جٌن •

•   CAGUUGC               RNA   

  expressionالمكمل لاله ببطل ٌصٌرله  RNAفبس ٌزرعوا ال•

 

 



Biological Challenges of the 21st Century 

• Stem cell technology 
لاي عضو بالجسم بتتماٌز لتعوض الأذى  damageهً خلاٌا لما ٌصٌر –

 الً صار بالعضو 

هً موجودة عند البالغٌن كمان لكن مشكلتها عمرها قصٌر وما بصٌرلها –
differentiation   ًلجمٌع أنواع الخلاٌا عكس خلاٌا البٌب 

– Stem cells are immature cells that grow and divide to 
produce different cell types 

– Most stem cells are from embryos called embryonic 
stem cells (ESCs) but they are controversial since the 
process involves death of an embryo 

– Some stem cells are from adult cells (ASCs) 
• Either type of stem cell can be coaxed to grow into cells of 

interest to replace damaged tissue or failing organs (liver, 
pancreas, retina) 

  

• Embryonic vs. adult stem cells? 



Biological Challenges of the 21st Century 

 

  

• Embryonic vs. adult stem cells? 

همة بوخذوا الخلاٌا من المشٌمة وبزرعوها وبس ٌحتاجوا بضٌفولها •
مواد مشان تتماٌز لنوع الخلاٌا المطلوب خلاٌا كبد او بنكرٌاس او 

 غٌره بدل ما نوخذ أعضاء من متبرعٌن هالحكً بصٌر كله بالمختبر 



• ESCs can give rise to many types of 

differentiated cells 

Biotechnology in the 21st Century 

هاي الشغلات الً 

 stemبنقدر نماٌز ال

cells   لالها 



RESTRICTION 
ENDONUCLEASES 

Dr. Iman Mansi 

تذٚٔٙا ِا فٟ 
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ٚٚجٛد٘ا أدذز 
 ثٛسج تٙاٌّجاي 
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Restriction Enzymes 

 Restriction enzymes are endonucleases (Endo 

(inside), nuclease(cuts nucleic acid), which catalyze the 

cleavage of the phosphodiester bonds within both 

strands of  DNA.  

 

 

 

 

 

٘ٛ ٌّا ٠ٕمطغ ِٓ  endonucleaseاي
ذثؼٗ ت١ّٕا   sequenceاي جٛا اٚ ِٕرظف

ٌّا ٠ٕمض ػٍٝ  exonucleaseاي
 DNAالأؽشاف اي



Restriction Enzymes 

 

 

 

 

 They require Mg+2 or MgCl2 as co factor for activity 

and generate a 5 prime (5') phosphate and a 3 

prime (3') hydroxyl group at the point of cleavage.  

اٌشىً ٘زا ِش ِٛجذ تاٌغلا٠ذ ٌىٓ سوضخ ػ١ٍٗ  
 :اٌذورٛسج فشوضٚا ِؼٟ شٛٞ ف١ٗ

تىْٛ ِىْٛ ػٕا ِٓ ِجّٛػح ِٓ  DNA٘غح اي

اٌذٍماخ صٞ اٌّٛجٛدج ػٍٝ جٕة، وً رسج اٚوغج١ٓ 
ِٛجٛدج  Pترىْٛ ِشذثطح تزسج 3primeِٛجٛدج ػٍٝ اي

اٌٟ  Pِٓ دٍمح ثا١ٔح ٚتاٌراٌٟ رسج اي  5primeػٍٝ 
 Oتاٌشىً اٌّجاٚس ِشذثطح تزسج 5primeػٍٝ اي

ِٛجٛدج ػٍٝ دٍمح ثا١ٔح ٚ٘ىزا  prime 3ِٛجٛدج ػٍٝ 
٘غح اٌُّٙ ػٕا  DNAتٙزا اٌرغٍغً درٝ ٠رىْٛ ػٕا 

تاٌث١ٛذىٌٕٛٛجٟ ٌّا ١٠جٟ الأض٠ُ ٠مطغ تمطغ ِٓ 
ترؼً ِشذثطح  Pفزسج اياٌٟ ػٕذ٘ا خؾ اصسق إٌّاؽك 

  3primeٚترفظً ػٓ اي  5primeتاي

 
 



 The distinguishing feature of restriction enzymes is 

that they only cut at very specific sequences of 

bases. This specific DNA sequence is called 

recognition sequence.  
 recognition تٕغ١ّٗ ِؼ١ٓ ِىاْ ِٓ ترمطغ ػشٛائٟ تشىً ترمطغ ِا الأض٠ّاخ ٘اٞ

sequence  ػٕذ٘ا ِٓ ٚتمض 

 
 Restriction enzymes are traditionally classified 

according to the subunit composition, cleavage 

position, sequence-specificity and cofactor 

requirements. مغنٌسٌوم الهم فاكتور الكو معظمهم  



A restriction enzyme requires a specific double 

stranded recognition sequence of nucleotides to cut 

DNA.  

 

Recognition sites are usually 4 to 8 base pairs in 

length.   

   base pairs 6 طىلهم بكىن معظمهم

 

Cleavage occurs within or near the site. 

 

  recognition siteال بجانب او عند بصير القطع معظمهم



Enzyme Activity 

GGACGCTAGCTGATGAATTCGCATCGGATCCGAATCCGCTCTTTCAA 

CCTGCGATCGACTACTTAAGCGTAGCCTAGGCTTAGGCGAGAAAGTT 

Scanning 

GGACGCTAGCTGATGAATTCGCATCGGATCCGAATCCGCTCTTTCAA 

CCTGCGATCGACTACTTAAGCGTAGCCTAGGCTTAGGCGAGAAAGTT 

Recognition Sequence 

GGACGCTAGCTGATG 

CCTGCGATCGACTACTTAA 

Cleavage 

AATTCGCATCGGATCCGAATCCGCTCTTTCAA 

    GCGTAGCCTAGGCTTAGGCGAGAAAGTT 

 scanning forDNA  اٚي اشٟ تؼًّ الأض٠ُ
 G andAتمض ت١ٓ اي GAATTCتظ ٠ٛطً ي

 two strans of dnaارا ترلادظٛا ترلالٛا أٗ اي
ٌٚىٓ ِؼىٛعاخ ِشاْ ١٘ه  GAATTCف١ُٙ 

تظ ٠مطغ الأض٠ُ تطٍغ ِؼٕا ص٠اداخ تٕغ١ّٙا 
 ساح ٔذىٟ ػٕٙا تؼذ٠ٓ  sticky endsاي



 Restriction enzyme is part of the cell’s restriction-

modification system in bacteria.  مش اكتشاف هً لذلك
  اختراع

 The phenomenon of restriction modification in 

bacteria is a small scale immune system for 

protection from infection by foreign DNA. 

 

 

 

Biological Function 

اورشفٛا اٌثىر١ش٠اػٕذ٘ا ١ِىا١ٔضَ دّا٠ح ٌّا ٠فٛخ ػ١ٍٙا فا٠شٚط ترفشص أض٠ّاخ ترمطغ 
ذثؼٗ فثظ اخزٚا الأض٠ّاخ ٘اٞ ٚجذٚا أٗ ٘زٞ الأض٠ّاخ ترمطغ دا٠ّاً تٕفظ  dnaاي
   recognition siteاي

ٚٚجذٚا وّاْ أٗ ٘اٞ اٌثىر١ش٠ا ِشاْ ذذّٟ داٌٙا ِٓ ٘اٞ الأض٠ّاخ فثظ ذفشص 
اٌٟ  methylation  ًٌrecognition site ت١ؼًّ methylase٘اٞ الأض٠ّاخ ترفشص ِؼٙا 

دٛا اٌذّغ إٌٛٚٞ ٌٍثىر١ش٠ا فثرثطً ذرأثش تٙاٞ الأض٠ّاخ ت١ّٕا اٌفا٠شٚط ترىغش 
 ٚ٘اٞ اٌؼ١ٍّح ِؤلرح ٌذذ ِا ٠ٕرٟٙ ٘جَٛ اٌفا٠شٚط 



 

 Bacteria can protect themselves only after foreign 

DNA has entered their cytoplasm (as 

bacteriphages). 

 

 

Biological Function 



Biological Function 
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Biological Role of RE 

 Restriction Modification System -restriction 
enzymes are paired with methylases. 

Methylases are enzymes that add methyl groups to 
specific nucleotides within the recognition 
sequence.  The methylation prevents recognition by 
the restriction enzyme. 

 Therefore, the restriction enzyme within a cell 
doesn’t destroy its own DNA.  However the 
restriction enzyme can destroy foreign DNA which 
enters the cell such as bacteriophage.  



■ Restriction enzymes are named according to the 

organism from which they are isolated. 

■ This is done by using the first letter of the genus 

followed by the first two letters of the species and 

additional letter or number represent the strain or 

serotypes. 

■ Only certain strains or sub-strains of a particular 

species may produce restriction enzymes. 

 

Naming of Restriction enzymes  



Example of restriction 
enzymes 

EcoRI Escherichia coli R   G/AATTC
  

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H  G/GATCC 

 

HindIII Haemophilus influenzae Rd  A/AGCTT
   

 

PstI Providencia stuartii   CTGCA/G 

 

PmeI Psuedomonas mendocina  GTTT/AAAC 



Recognition Sequences 

EcoRI G/AATTC 
  

BamHI G/GATCC 

 

HindIII  A/AGCTT 

  

PstI CTGCA/G 

 

PmeI GTTT/AAAC 

 

HincII    GTY/RAC 

 

FunII G/AATTC 

لادظٛا ِىاْ اٌمطغ ِّىٓ ٠ىْٛ ِٓ 
ِّٚىٓ ِٓ  recognition siteتذا٠ح اي

إٌّرظف ِّٚىٓ ِٓ الاخش ارا واْ 
 bluntاٌمطغ ِٓ إٌّرظف تٕغّٟ 
 stickyٚارا واْ ِٓ الأؽشاف تٕغ١ّٗ 

ٚ٘ٛ اٌٟ تٕفؼً ٔغرخذِٗ فٟ 
 اٌث١ٛذىٌٕٛٛجٟ

 *EcoRIIIII  َوث١ش ِغرخذ

تاٌث١ٛذىٌٕٛٛجٟ ِشىٍرٗ أٗ تؼٍٍّٕا 
blunt end  اٌذورٛسج دىد عجٍٛ٘ا

ػٕذوٛا لأٗ ادرّاي ١٠جٟ تالاِرذاْ 
ٔفظ ِثذأ عؤاي اٌى١ٕ١ٍىاي اٌٟ  ��

 ��ػطرٕا إ٠اٖ فٟ اٌّذاػشج تٛٔض 
 HincIIلادظٛا اي
 Y and Rفٟ ػٕا 

 C orDذّثً  Yاي
  A orGذّثً  Rٚاي



Digestion Conditions 

■ XbaI 

– Buffer 2: (10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 50 
mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.9 at 25°C.  

– 100 μg/ml BSA 

– Incubate at 37° 

لانه غالباً بستخلصوها من بكتٌرٌا او خلاٌا حٌة فدرجة الحرارة –
 ٤٠-٣٧المثالٌة الهم بٌن ال

– 1 Unit digest 1 μg DNA in 1 hour 

اضعاف  ١٠بس احنا غالباً بنستخدم  وحدة واحدة بتكون كافٌة–
 الكمٌة المطلوبة 

– Heat inactivate 65° for 20min 

تٕذراج ِشاْ ٠ؼًّ 
  enzyme  substrateاي

 dnaاٌٟ ٘ٛ تاٌذاٌح ْ٘ٛ اي

اٌٟ تذٞ الظٗ ٚتٕذراح 
ِٕاعثحٚدسجح  phوّاْ 

 coاٌذشاسج إٌّاعثح ٚاي

factor 



Typical RE Reaction 
20 μl reaction. 

10 μl DNA (~1 μg total) 

 7 μl water 

 2 μl 10X reaction buffer 

 1 μl RE 10units/μl 

Incubate 1 hour at appropriate temperature  
Note:  

1. 10 fold excess enzyme ensures complete digestion. 

2. Enzyme should never exceed 1/10th of reaction. 

3. BSA is often recommended because it stabilizes the enzyme. 

 add 0.2 μl  of BSA stock for 20 μl reaction. 
•BSA ًّتؼstablization   ٌْلأض٠ُ ٚ٘ٛ غ١ش ِغرخذَ ٌجغُ الأغا

 HSAلأٗ ِغرخشج ِٓ اٌثمش غاٌثاً تٕغرخذَ 

1.  For plasmid minipreps – add 1 μl RNase the last 5 min of 

 digestion. 

ِشاْ  RNAتٕؼ١فٍٗ   DNAِذطٛؽ فٟ  plasmidٌّا ٠ىْٛ ػٕا •
ؽثؼاً اٌذورٛسج ترذىٟ .   RNAٚٔرخٍض ِٓ اي  ٠purificationظ١شٌٗ 

 ️♂ �🙄🙄�٘اٌذىٟ ػٍٝ أعاط أا ػاسف١ٕٗ 

 



Double Digest 
Enzyme    Supplied NEBuffer % in B1 % in B2 % in B3 % in B4 

SacI NEBuffer 1 + BSA 100 50 10 100 

SacII NEBuffer 4 25 75 10 100 

SalI NEBuffer 3 + BSA 0 0 100 0 

SapI NEBuffer 4 75 50 0 100 

Sau3AI NEBuffer 1 + BSA 100 50 10 100 

Sau96I NEBuffer 4 50 100 100 100 

SbfI NEBuffer 4 75 50 0 100 

Double Digest Option 

 1. Mix the enzymes in the same compatible buffers 

 2. Conduct sequential digest 

 

Caution: some enzymes display star activity in certain buffers which causes 

them to digest the DNA at sites other than the standard recognition site. 

 فٟ اٌغلا٠ذ اٌٟ تؼذٖ  doublingششح ١ِىا١ٔضَ اي

http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0156.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7001.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7001.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0157.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0138.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7003.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7003.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7003.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0569.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0169.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7001.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7001.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7001.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0165.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0642.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp


Double Digest 
Enzyme    Supplied NEBuffer % in B1 % in B2 % in B3 % in B4 

SacI NEBuffer 1 + BSA 100 50 10 100 

SacII NEBuffer 4 25 75 10 100 

SalI NEBuffer 3 + BSA 0 0 100 0 

SapI NEBuffer 4 75 50 0 100 

Sau3AI NEBuffer 1 + BSA 100 50 10 100 

Sau96I NEBuffer 4 50 100 100 100 

SbfI NEBuffer 4 75 50 0 100 

 اٌخاص تالأض٠ُ تظ ذشرش٠ٗ  bufferِؼظُ اٌششواخ ترؼط١ه اي
 .فٟ عاػح ٚادذج   digestionاٌٟ ساح ٠ظ١شٌٗ dnaإٌغة ٘اٞ ترّثً و١ّح اي

لأٗ تذٔا ٔمطغ اوثش ِٓ ِىاْ  buffersت١ٓ اي combination٘غح اٌفىشج أٗ غاٌثاً ادٕا تٕؼًّ 
اٌٟ ػٕذٖ اػٍٝ ٔغثح ِٓ وً ٔٛع فّثلاً ٌٛ تذٔا ٔغرخذَ الأض١ّ٠ٓ  bufferفثٕذاٚي ٔخراس اي
sacI and sacII تٕٛخز ايb4 نbuffer  َتذٔا ٔغرخذ ٌٛٚsacI and saII   فؼٕا خ١اس٠ٓ وا

ٚتاخزٖ ػٍٝ خطٛج  sacIٚتمطغ  B1اٚ تغرخذَ  sacIٚتٕغرٕا ٚلد ؽ٠ًٛ ١ٌمطغ  B3تٕغرخذَ 
تشىً واًِ ٚادٕا تٕفؼً ٔشرغً تٙاٌطش٠مح لأٗ الأض٠ُ ٌٛ لؼذ  saIIٚتمطؼٍٟ  B3ثا١ٔح تذطٗ ب

 recognition siteفرشج ؽ٠ٍٛح تظ١ش ٠مطغ ػٍٝ جّة ٚؽشف تثطً ١ّ٠ض اي  dnaِغ اي
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Many recognition sequences are palindromic 

 3-5من  الً تحت strianالً فوق عكس ال strianبمعنى انه ال

 تحت ولكن معكوسة  3-5فوق هً نفسها من 

 For example, 

    

5’ GAATTC 3’ 

3’ CTTAAG 5’ 

palindromic: read the same in the opposite 

direction  



Not all restriction endonucleases cut 
symmetrically and leave blunt ends Sticky and 
Blunt end cutters 
 
Many endonucleases cleave the DNA 
backbones in positions that are not directly 
opposite each other or can make staggered 
cuts, which produce single stranded “sticky-
ends” 
 
DNA from different sources can be spliced 
easily because of these sticky-end overhangs 
 

اطؼة ٌٍشتؾ ٚاٌمطغ ِشج أخشٜ تأٗ ِّىٓ ٠شوثٛا تطش٠مح خطأ  bluntصٞ ِا دى١ٕا عاتماً أٗ اي
 فّا ٠رؼشف ػ١ٍُٙ الأض٠ُ 

ادغٓ ٌشغٍٕا لأٗ صٞ ِا دى١ٕا لثً ف١ٗ ص٠اداخ ٘اٞ اٌض٠اداخ  stickyاي
 ثا١ٔح ترغاػذٔا تاٌشتؾ ِشج 



Example of RE that produce sticky end cutters: 

https://www.google.jo/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi694PTjYzlAhXRKewKHfhtB2AQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/molecular-cloning/restriction-enzymes/restriction-enzyme-basics.html&psig=AOvVaw0i6qkL229AyLviSEYRtdc0&ust=1570597132038503


How to determine orientation of 
the insert 
 
 
 
Digest with enzymes to cut internal site and 
external site–analyze by electrophoresis 
 

تأض٠ُ ِؼ١ٓ ٚاج١ٕا تذٔا ٔذؾ اٌذ١ٓ اٌٟ تذٔا   dnaٌٕفرشع أٗ ادٕا لطؼٕا اي
طخ ٌٍذ١ٓ ِّٚىٓ   expressionإ٠اٖ ِّىٓ ٠شوة تالاذجاٖ اٌظذ١خ ٠ٚؼٍّٟ 

تشىً خاؽئ ٌٍذ١ٓ فى١ف ٔؼشف أٗ   ٠expressionشوة ِؼىٛط ٠ٚؼًّ 
 ٘زا ِا عٕؼشفٗ فٟ اٌغلا٠ذ اٌٟ اٌمادَ ! سوة طخ اٚ ِؼىٛط ؟

https://www.google.jo/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjGi5vJlozlAhURzKQKHS1HCPAQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.addgene.org/protocols/diagnostic-digest/&psig=AOvVaw0zew3kJTmS2Wi7Hrz1wOCO&ust=1570607359997147
https://www.google.jo/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwin_efzmozlAhXOsaQKHe1GAyoQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.csun.edu/~hcbio027/biotechnology/lec2/PL/pl.htm&psig=AOvVaw0zew3kJTmS2Wi7Hrz1wOCO&ust=1570607359997147


How to determine orientation of 
the insert 
 
 
 
 

 ؽ١ة سوضٚا ِؼٟ ٠ا خش٠ج١ٓ
فشوة ػٍٝ لطؼر١ٓ ِشج تشىً طذ١خ ِٚشج   dnaٌٕفرشع أٗ ػٕا ج١ٓ سوثٕاٖ ػٍٝ 

 T/Cٚأض٠ُ ص ت١مطغ ت١ٓ  G/Aتشىً ِؼىٛط تٕج١ة أض١ّ٠ٓ أض٠ُ ط ت١مطغ ت١ٓ اي
ِٛجٛدج ػٍٝ اٌمطؼح اٌٟ  T/Cٚاي  plasmid dnaِٛجٛدج ػٍٝ اي G/Aٌٕٚفرشع أٗ 

اٌٟ سوة تشىً طذ١خ ساح  dnaاٌٟ ٔرجٛا ػٕا فٟ اي dnaسوثٕا٘ا ٚتٕمطغ لطؼر١ٓ اي
اٌٟ ػٍٝ اٌمطؼح اٌٟ سوثٕا٘ا  T/Cٚت١ٓ  dnaػٍٝ اي G/Aذىْٛ اٌّغافح ِذغٛتح ت١ٓ 

اٌٟ  G/Tٚفٟ اٌمطؼح اٌٟ سوثد تشىً ِؼىٛط ساح ذىْٛ اٌّغافح ت١ٓ  500bpِثلاً 
فٟ اٌّثاي اٌٟ ؽشدرٗ اٌذورٛسج ٚتّٕغه جٛص  700bpِخرٍفح  T/Cٚت١ٓ اي dnaػٍٝ اي

ٚتٕذطُٙ تاٌجً اٌٟ سا٠خ ِٕٗ  3000bpاٌٟ ؽٍؼٛا ِؼٕا ٌٕفرشع أٗ ؽٌُٛٙ  dnaاي
500bp او١ذ تىْٛ ايdna  ِٕٗ 700اٌٟ سوة تشىً ع١ٍُ ٚاٌٟ سا٠خbp  تىْٛ ايdna  

 وذا ٠ا ِؤِٓ ٚاٌغلاَ ػ١ٍىُ ِؼىٛط ٚتٕىثٗ ِا تٕغف١ذ ِٕٗ ٚتظ اٌٟ سوة تشىً 
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Uses of Restriction Enzyme  

1. Recombinant DNA technology   

  تحدٌداً  البٌضاء الدم خلاٌا ومن غالبا الشخص دم من  dna بتجٌب هرمون أي او الانسولٌن تصنٌع زي

 

 

 

 

 

 

 Discovery of enzymes that cut and paste DNA make 
genetic engineering possible. 

 Restriction enzyme cuts DNA and generates 
fragments 

 

 Ligase joins different DNA fragments 

 

 DNA fragments from different species can be ligated 
(joined) to create Recombinant DNA 

 



1. Recombinant DNA technology 

https://www.google.jo/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwixzLGOjozlAhUEKewKHXzDBXQQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.addgene.org/protocols/subcloning/&psig=AOvVaw0i6qkL229AyLviSEYRtdc0&ust=1570597132038503


2. Cloning 

Replicates a sequence inserted into a 

host cell 
 dnaلل استنساخ علٌات بنعمله اشً اول الجرٌمة مكان فً شعرة او دم نلاقً لما زي

 بنفس بنقطع  dna قطعة وكل بالأنزٌمات بنقطعها وبعدٌن و بنقطعها بعدٌن  pcrبال

 بنحطها وبعدٌن�🙄🙄🙄�  dna restriction mappingال تسمى الانزٌم

   بالجل

 
3. DNA restriction mapping 

 
 

The location of the restriction enzyme cleavage 

sites on the DNA molecule. 
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Separating Restriction Fragments, I 

ٚتٕذطٗ فٟ  agarose٘زا اٌجً اٌٗ لاٌة ٚاٌٗ ِشؾ تؼًّ اٌفرذاخ فٟ اي
ذثؼرٕا ترىْٛ ِشذٛٔح   dnaاٌّا٠ىش٠ٚف ٚتٕرشوٗ تؼذ٘ا ١ٌجّذ ، ٚتٕذؾ اٌؼ١ٕاخ اي

شذٕح عاٌثح ٚترّشٟ ِٓ اٌغاٌة ٌٍّٛجة دغة اٌىرٍح ا١ٌٌّٛح اٌٙا ٚتؼذ ١٘ه 
 ٚتٕغرخذِٗ   lybase enzymeذثؼٕا ب dnaتٕشجغ ٔشتؾ اي



Separating Restriction Fragments, II 



POLYMERASE 
CHAIN REACTION 

(PCR) 

راذ َخعهى بهذا انخشابخز كيف َبزيح خهاس 
   pcrال



Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 

■ PCR is a means to amplify a particular piece of DNA  

■ Amplify= making numerous copies of a segment 

of DNA 

 

■ PCR can make billions of copies of a target sequence of 

DNA in a few hours 

■ PCR was invented in the 1984 as a way to make 

numerous copies of DNA fragments in the laboratory 

 زم كثيز يشاكم بعانى انبىحكُىنىخي ■

■ Its applications are vast and PCR is now an integral part 

of Molecular Biology 

سي نًا زكيُا عٍ انعيُاث انقهيهت اني 
بُهقاها باندزائى لاسو َُسخها نكًيت اكبز 

 يشاٌ اعزف اسخخذيها 



DNA Replication vs. PCR 

■ PCR is a laboratory version of DNA Replication in cells 

■ The laboratory version is commonly called “in 

vitro” since it occurs in a test tube while “in vivo” 

signifies occurring in a living cell. 



DNA Replication in Cells (in vivo) 
■ DNA replication is the copying of 

DNA 

■ It typically takes a cell just a few 
hours to copy all of its DNA 

■ DNA replication is semi-
conservative (i.e. one strand of 
the DNA is used as the template 
for the growth of a new DNA 
strand) 

■ This process occurs with very 
few errors (on average there is 
one error per 1 billion 
nucleotides copied) واندسى  
 بصهسه 

■ More than a dozen enzymes and 
proteins participate in DNA 
replication 

■ Key enzymes involved 

in DNA Replication 

■ DNA Polymerase 

■ DNA Ligase 

■ Primase 

■ Helicase 

■ Topoisomerase 

■ Single strand binding 

protein 

 



DNA Replication in Cells (in vivo) 

 

بكىٌ  dnaهست سي يا بُعزف اَه ال

يهفىف داخم انُىاة يشاٌ اَسخه 
لاسو َفك انهفت هاي عٍ طزيق 

وفي عُا  topoisomeraseال
ويشاٌ  a helixبفك ال helicaseال

اخهيهى يفصىنيٍ عٍ بعض بسخاج 
single strand binding proteins 

سي يبذأ انبكهت يا بعزف كيف بس 
 انذكخىرة زكج هيك 

في   polymerase enzymeهست ال
 5خسى  الاَساٌ يا بًشي الا يٍ 

to3 prime  ٍ3يعُاحه هى بُسخ يto 

5 prime   لاَه سي يا زكيُا اَه
يعكىساث بكىَىا وبضم   strandsال

وبُسخ عُه  dnaياشي يع فخر ال
اني حسج َفس  strandويٍ ال

نكٍ نُه انقطع  5to3 primeانًىضىع 
  to 5 3بصيز فيها بشكم عكسي يٍ

كم يا يقطع  rna primerفبس بسظ 
 polymeraseشىي بعذيٍ بيدي ال

بُسخها وبصيز في سي فزاغاث بيٍ 
 lypaseكم قطعت وقطعت فبيدي ال

enzyme  بزبطها يع بعض 


