Table S1. Synthetic Enhancer Cassettes, Related to Figure 1

Cassette |Length Sequence
Spacer|9 19 |CTAGCTCCGGCCAGACTCG
Spacer9? 97 |CTAGAATCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCTGGGTCCGGCCAGACTCGAGCTTTGCGCCACCGTGAGGTCTCGGCCCACACG
P GTCGGCGCTTCGCAGCGTACCTAGGAGG
Spaceré64 64 |CTAGCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCTGGGTCCGGCCAGACTCGAGCTTTG
|-Tet 25  |CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGAG
2-Tet 60 |CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTG
3-Tet 95 | CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGTGATAGAGAG
3-Tet-S |25 |CTAGAATCCGGTCGGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGT
Bl GATAGAGACCAGCCGCGTACCTAGGAGG
6-Tet [90 |CTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAG
B CTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAG
2-Tet-10 60 |CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGACTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCG
2-Tet-01 60 |CTAGCCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGC ACTCTATCATTGATAGAGTG
3-Tet-110| 95 |CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCG
3-Tet-101 95 | CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGACTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGTGATAGAGAG
3-Tet-01 | 95 | CTAGCCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGC ACTCTATCATTGATAGAGTCCGCGAGCCTCCGACATCCCTATCAGTGATAGAGAG
3-Tet-100| 95 |CTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATTGGGTCCGGCCAGACTCGAGCTTTGCGCCACCGTCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCG
3-Tet-010| 95 |CTAGCTGGGTCCGGCCAGACTCGAGCTTTGCGCCACCGTG ACTCTATCATTGATAGAGTCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCG
3-Tet-001 95  |CTAGCCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCGAGGTCTCGGCCCACACGGTCGGCGCTTCGCAGCATCCCTATCAGTGATAGAGAG




Table S3. Sequences Used for Figure 2B, Related to Figure 2

L (bp)

Sequence (| - TetR binding sites - Tet02)

150 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATTGGGTCCGGCCAGACTCGAG
CTTTGCGCCACCGTCTCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCGCTAGCGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

115 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCAC TATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGC TCCCTATCAGTGATAGAGACTCCGCGCGCTGCGCGCGGAT
CGCCTGCACGGAGCGCTAGCGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

114 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGC TCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAGCAGCGCGCGGAGATTC
TAGCCCCTTTTCGAGGAACGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

95 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAGCCCCTTTTCGAGGAACG
TCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT
GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTT TCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAGCGCCTTTTAGGGGCAAT

66 TTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

63 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGC TCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAGC TTTTAGGGGCAATTTAA
AAGTTGGCACAGATTTCGCTT

53 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACAT TGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGAGCTAGCAATTTAAAAGTTGGCA
CAGATTTCGCTT

L (bp)

Sequence (2 - TetR binding sites - Tet02/Tet01)

GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGC TCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT

l 8 I GCTAGCCGGACCCAGCTCCGTGCAGGCGATCCGCGCGCAGCGCGCGGAGATTCTAGCCCC ‘CGAGGAACGTCCCCATGATAACGCC AGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

l 50 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGC TCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGTC
TCCGCGCGCTGCGCGCGGATCGCCTGCACGGAGCGCTAGCGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

149 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT
GCTAGCAGCGCGCGGAGATTCTAGCCCCTTTTCGAGGAACGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT
GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT

I 30 GCTAGCCCCTTTTCGAGGAACGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

l l 5 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT
GCTAGCGTCCCCATGATAACGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

l o I GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT
GCTAGCGCCTTTTAGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

98 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATTGGTGCAACATTGTCTTCGACGCTAGCTCCCTATCAGTGATAGAGATCCGGCCAGACTCGAGACTCTATCATTGATAGAGT
GCTAGC AGGGGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

L (bp)

Sequence (3 - TetR binding sites - Tet02/Tet0 | /Tet02)

GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATT GAAGEACTATAT TGrCT CCCTATCAG s TCTATCATT :
252 T = TTTAAAAGT TTTCGeTT
216 GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATT GAAGCACTATATT TGTCT CCTATCAGTG TCTATCAT a
TTCTAGCCCCTTT T TTTAARAGTT TTCGCTT

G TCACARTTGCACCAACATGGT GC TTAATGT T TG CAT T GAAGCAC TATATTGGTGCAACATT GTCTTCOACBCTAGCTCCC TATCAG T GATAGAGATCCGBCCAGACTCGAGACTCTATCAT TGATAGAGTCCGCGAGCCTCCOACATCCCTATCAGTGATAGAGAGET
184 3 = e Aeatrt

GCTCACAATTGCACCAACATGGTGL TTAATGT T TCCATT GAAGCACTATAT TGTCT CCTATCAGTGATAG TCTATCATTGATAG CCTATCAGTG
165 pravaraitt i L e

CAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATATT TGTCT TAT TCTATCAT c CTAT

150 ™ TTAAA TreocrT

GCTCACARTTGCACCAACATGGTGCTTAATGT T TCCATT GAAGCACTATAT ToTCT CCTATCAGT! TCTATCAT ATC:
136 AGCGCCTTTTAGGGGCAAT TTAAAAGTTGGCACAGATTTCGCTT

GCTCACAATTGCACCAACATGGTGCTTAATGTTTCCATTGAAGCACTATAT ToTCT CCCTATCAGTGATAGA TCTATCATTGATAGA Ga TCAGTGATAGAGAGET
133 kSIS e R

123

GCTCACAATTGCACCANCATGGTGCTTAATGTTTC CATTGAAGCACTATAT TeTCT CCTATCAGTG CTATCAT CTATCAGTGATAG:
AGCAATTTAAAAGTTGGCACAGATTICGCTT




Table S4. Biochemical Parameters from the Literature, Related to

Figure 5

Table S5. Parameters Used for Fits with Model Level 4, Related

Parameter Value Reference
Ko 1 mM bp (Kleinschmidt
etal. 1988)
KS 10 pM (Lederer et al,,
T01 1995)
KS 1nM-10nM (Lederer et al,,
ATO1 1995)
KS 3 uM - ImM (Lederer et al,,
ATAO1 1995)

to Figure 6
Parameter Value 1-Tet Value 2-Tet Value 3-Tet
To 351 molecules | 351 molecules | 351 molecules
Kat 100 pM 360 pM 360 pM
Krpor 100 pM 100 pM 100 pM
Krpo2 15 pM 15 pM 15 pM
KATD01 0.7 nM 0.7 nM 0.7 nM
KATDOZ 7.5 nM 7.5 nM 7.5 nM
s s s NA 1,0,0 NA
o, = (a)tt’a)at’a)aa) ( )
= (1 1 1 NA 1,0,0 1,0.1,0.1
a)l—(a)tt,a)ai,a)aa) ( ) ( )
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