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Abstract: Guanidinoacetic acid (GAA) is a natural amino acid derivative that is well‐recognized for 

its central role in the biosynthesis of creatine, an essential compound  involved  in cellular energy 

metabolism. GAA (also known as glycocyamine or betacyamine) has been  investigated as an en‐

ergy‐boosting dietary supplement  in humans for more than 70 years. GAA is suggested to effec‐

tively  increase  low  levels of  tissue creatine and  improve clinical  features of cardiometabolic and 

neurological diseases, with GAA often outcompeting traditional bioenergetics agents in maintain‐

ing ATP status during stress. This perhaps happens due to a favorable delivery of GAA through 

specific membrane transporters (such as SLC6A6 and SLC6A13), previously dismissed as un‐tar‐

getable  carriers by other  therapeutics,  including  creatine. The promising effects of dietary GAA 

might be countered by side‐effects and possible toxicity. Animal studies reported neurotoxic and 

pro‐oxidant effects of GAA accumulation, with exogenous GAA also appearing to increase methyl‐

ation demand and circulating homocysteine, implying a possible metabolic burden of GAA inter‐

vention. This mini‐review summarizes GAA toxicity evidence in human nutrition and outlines func‐

tional GAA safety through benefit‐risk assessment and multi‐criteria decision analysis. 
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1. GAA Physiology, Biomolecular Interactions and Pathways 

Guanidinoacetic acid (GAA, also known as glycocyamine, betacyamine or N‐amidi‐

noglycine) belongs to the class of organic compounds known as alpha amino acids and 

derivatives. GAA (chemical formula C3H7N3O2) is produced endogenously in the human 

body from non‐essential amino acids glycine and arginine, in a reaction controlled by an 

enzyme L‐arginine:glycine amidinotransferase  (AGAT)  (Figure 1). AGAT catalyzes  the 

transfer of an amidino group (‐C(=NH)NH2) from arginine to glycine to synthesize GAA, 

with ornithine as a byproduct. The reaction mainly takes place in the kidney, liver, and 

pancreas; however, GAA is also produced in the skeletal muscle, brain, and across the gut 

[1–3]. In the next step, GAA is combined with S‐adenosyl‐L‐methionine, a reaction cata‐

lyzed by guanidinoacetate N‐methyltransferase (GAMT), to produce creatine and S‐ade‐

nosyl‐L‐homocysteine. The formation of creatine is a major metabolic fate of GAA, and 

AGAT‐driven reaction is considered a rate‐limiting step of creatine biosynthesis [4]. Since 

creatine  is recognized as a critical molecular facilitator of cellular bioenergetics  [5], the 

GAA synthesis‐breakdown cycle thus remains of utmost importance for energy homeo‐

stasis. The role of GAA in the control and provision of cellular energy could also be high‐

lighted by its interaction with cellular transporters for taurine (SLC6A6) and γ‐aminobu‐

tyric acid (SLC6A13) [6,7], previously dismissed as un‐targetable carriers by other bioen‐

ergetics  therapeutics,  including  creatine  (for  a  review,  see Ref.  [8]); monocarboxylate 

transporter 12 (SLC16A12) is involved in GAA efflux [9]. 
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Figure 1. Metabolism and transport channels of guanidinoacetic acid (GAA). Abbreviations: AGAT, 

L‐arginine:glycine amidinotransferase; SAM, S‐adenosyl‐L‐methionine; GAMT, guanidinoacetate 

N‐methyltransferase; SAH, S‐adenosyl‐L‐homocysteine; CK,  creatine kinase; PCR, phosphocrea‐

tine; AHCY, adenosylhomocysteinase; ATP, adenosine triphosphate; ADP, adenosine diphosphate. 

Yellow shapes depict different influx and efflux cellular transporters for GAA, including creatine 

transporter (SLC6A8), GABA transporter (SLC6A13), taurine  transporter (SLC6A6), and 5‐mono‐

carboxylate transporter 12 (SLC16A12). 

Plasma and urine GAA concentrations of 2.3 ± 0.8 μmol/L and 31.2 ± 21.7 mmol/mol 

of creatinine likely illustrate natural equilibrium in GAA metabolism [10]. However, sev‐

eral pathological conditions can affect GAA production‐utilization circle, including kid‐

ney dysfunction, neurological diseases, or  inherited metabolic disorders  (for a detailed 

review, see Ref.  [11]). Besides serving as an  immediate precursor of creatine, GAA can 

also have several non‐creatine‐related metabolic roles, including the stimulation of hor‐

monal release and neuromodulation, alteration of metabolic utilization of amino acids, 

vasodilation, and oxidant–antioxidant tuning (for a detailed review, see Ref. [12]). In ad‐

dition, GAA could be obtained by a regular diet [13,14] and gut microbiota [15], yet these 

pathways contribute marginally to the total daily turnover of GAA.   

2. GAA as a Dietary Agent in Human Nutrition 

The first documented report of GAA utilization as an experimental nutritional inter‐

vention in humans arguaby dates back approximately 70 years ago. The group of Henry 

Borsook from Caltech University demonstrated the beneficial effects of GAA (combined 

with betaine) in treating cardiac decompensation [16]. The authors treated cardiac patients 

with a daily dosage of ~70 mg of GAA per kg body weight for up to 12 months, and many 

patients reported the so‐called ‘sthenic effect’, comprising of an improved sense of well‐

being, less fatigue, and enhanced mental and physical performance. This was attributed 

to a GAA‐driven recovery of phosphocreatine, the main reservoir of immediately availa‐

ble energy in energy‐demanding tissues. The promising effects were soon corroborated in 

both hospital and ambulatory patients with heart disease, who reported feeling better af‐

ter taking GAA, while the treatment produced no harmful effects, even when  ingested 

over a long period of time [17]. A few patients with congestive heart failure were able to 

discontinue pharmacological treatment entirely while consuming GAA, without any un‐

favorable sequels  [18]. Following  these pioneering  trials, GAA was  intensively studied 

during the 1950’s in patients with arthritis and concurrent disease [19], acute and chronic 

poliomyelitis [20–23], myopathic muscular dystrophy [24], anxiety and depression [25], 
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coronary arteriosclerosis [26], myasthenia gravis [27], motor‐neuron disease [28], and neu‐

romuscular disease [29]. Those historical studies were characterized by several methodo‐

logical constraints and yielded equivocal results with regard to GAA efficacy, yet the sup‐

plementation with GAA was found harmless and non‐toxic.   

After  this  inception,  subsequent decades prompted a  relatively  limited  interest  in 

studying dietary GAA until 1999, when a Japanese group put forward GAA as a nutri‐

tional  supplement  to  compensate  for  a disease‐driven GAA  shortage  in patients with 

chronic renal failure [30]. During the past decade, studies in healthy humans evaluated 

the effectiveness and safety of supplemental GAA when administered solely or combined 

with other nutrients [31–33], the dose‐response effects of GAA [34,35], and the impact of 

dietary GAA on neuromodulation  [36], exercise performance  [37], oxidant–antioxidant 

capacity  [38], skeletal muscle and brain bioenergetics  [39,40], and epigenetic pathways 

[41]. Dietary GAA was also administered in women with chronic fatigue syndrome [42], 

or older adults [43], and put forward as a possible treatment in AGAT deficiency [44], and 

skeletal muscle medicine [45]. The contemporary studies mainly paralleled findings of the 

seminal trials from the early 1950’s, implying the advantageous effects of supplemental 

GAA on clinician‐ and patient‐reported outcomes, now complemented by more robust 

study designs and an extensive list of pertinent biomarkers. In addition, recent trials sug‐

gested that GAA might be superior to creatine for improving bioenergetics in energy‐de‐

manding  tissues  [46], probably due  to better  transportability  to  target organs  [8],  and 

fewer non‐responders compared to creatine [47]. This might be a rationale for its possible 

application in human nutrition, as an alternative or substitute of creatine, at least in some 

circumstances. Even so, GAA is still deemed as an experimental dietary additive since its 

utilization is not completely described in terms of efficacy, approval, labeling, and phar‐

macovigilance. At this moment, GAA can be found in several commercial formulations 

available in the U.S. and European markets, although no recorded standards of identity, 

quality, and corresponding analytical methods for GAA are currently available in the U.S., 

European, or Japanese pharmacopeias. The end‐consumers might be, therefore, exposed to 

supplemental GAA while being unaware of possible safety issues. 

3. Dietary GAA Safety and Toxicity 

3.1. Methyl Group Depletion 

Even the seminal paper that described the biochemical basis of GAA treatment rec‐

ognized the possible risk of methyl group depletion following GAA consumption [16]. 

Since the transformation of GAA to creatine requires a donation of a methyl group (‐CH3) 

from  S‐adenosyl‐L‐methionine,  an  excessive GAA  intake  can hypothetically drain  the 

stores of methyl donors in the human body (e.g., methionine, choline, folic acid, B vita‐

mins). The metabolic burden of methyl donor deficiency can perturb many cellular func‐

tions, including DNA methylation, neurotransmission, antioxidant defense, and protein 

synthesis [48]. Several human studies so far evaluated the risk of methyl group depletion 

after GAA intake. Our group investigated whether three different dosages of GAA (up to 

4.8 g per day) administered for six weeks in healthy volunteers affect various serum and 

urinary variables related to GAA metabolism, including B vitamins [34]. We found that 

serum concentrations of folic acid, vitamin B6, B12, and holo‐transcobalamin (carrier pro‐

tein which binds the active form of vitamin B12) were not affected by the placebo or GAA 

intervention, implying that GAA dosages administered in this trial are probably insuffi‐

cient to significantly impact circulating biomarkers of methyl donor micronutrients. An‐

other trial evaluated the effects of supplemental GAA on DNA methylation [41], a critical 

epigenetic process for genome regulation. In this open‐label, repeated‐measure interven‐

tional trial, the authors evaluated the impact of 12 weeks of GAA supplementation (3 g 

per day) on global DNA methylation in healthy men and women. Dietary provision of 

GAA had no effect on DNA methylation, with 5‐methylcytosine (a methylated form of the 
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DNA base cytosine) non‐significantly increased at post‐administration, while a non‐sig‐

nificant DNA hypomethylation was  found in 3 of 14 participants. However,  it remains 

unknown whether methyl group depletion that might be caused by dietary GAA affects 

other biological methylation pathways, including amino acid and protein methylations or 

polysaccharide methylation.   

3.2. Hyperhomocysteinemia 

S‐adenosyl‐L‐homocysteine  is a byproduct of GAA utilization  that  is  further con‐

verted to homocysteine in a simple one‐step reaction catalyzed by adenosylhomocystein‐

ase: S‐adenosyl‐L‐homocysteine + H2O <=> L‐homocysteine + adenosine. Since hyperho‐

mocysteinemia has been recognized as an independent risk factor for various cardiomet‐

abolic diseases [49], a possible augmentation of circulating homocysteine after GAA in‐

take could  thus be considered as a possible adverse effect of  the  intervention.  Indeed, 

healthy young men and women who received 2.4 g of GAA per day for six weeks experi‐

enced a significant rise in serum homocysteine [31]. Elevated homocysteine levels were 

found  in 55.6% of participants supplemented with GAA  in another  interventional  trial 

[32], with a distinct dose‐response effect of dietary GAA demonstrated for elevated serum 

homocysteine concentrations [34]. In the longest human study so far, supplemental GAA 

(3 g per day) significantly elevated serum homocysteine at 10‐week follow‐up (73.5% cor‐

responding to 5.0 μmol/L), with 4 out of 20 participants (20.0%) experiencing clinically 

relevant hyperhomocysteinemia (>15.0 μmol/L) at post‐administration [50]. This trial also 

revealed no effects of GAA on traditional biomarkers of cardiometabolic risk and inflam‐

mation, including HDL cholesterol, triglycerides, high‐sensitive C‐reactive protein, insu‐

lin, and ferritin. An atherogenic profile remained essentially unaffected by the interven‐

tion, indicating no major cardiometabolic burden of medium‐term GAA intervention in 

healthy  humans.  Interestingly,  co‐administration  of GAA  and  homocysteine‐lowering 

agents can suppress or prevent a rise in homocysteine. No cases of elevated serum homo‐

cysteine were found in healthy human subjects supplemented with GAA and betaine (also 

vitamin B12, vitamin B6, and folic acid) [32]. Similarly, adding creatine to GAA largely 

prevented a GAA‐driven rise in homocysteine in metabolically healthy men and women 

[33,51]. Having this in mind, dietary GAA should be carefully scrutinized as an experi‐

mental dietary additive due to its proven capacity to drive increased homocysteine pro‐

duction, which encourages its future utilization in human nutrition along with homocys‐

teine‐reducing agents.   

3.3. Neurotoxicity 

Several  in vitro and animal studies documented neurotoxic effects of exogenously 

administered GAA. The group of Angela Wyse reported that the intrastriatal injection of 

GAA induced inhibition of Na+/K+‐ATPase activity [52], glutamate uptake [53], and anti‐

oxidant defense in the rat brain [54]. GAA can affect brain cell development in rat brain 

cell cultures by causing axonal hyper‐sprouting and decrease  in natural apoptosis,  fol‐

lowed by an induction of non‐apoptotic cell death [55], suggesting that GAA may have 

different  toxicity  in  the developing brain  than  in adults. Neu et al.  [56] suggested  that 

activating gamma‐aminobutyric acid  (GABA)  receptors A might  represent a candidate 

mechanism explaining neurological dysfunction induced by GAA. The accumulation of 

GAA in the brain was also found in children with inborn errors of creatine metabolism 

[57], suggesting  that extra GAA might contribute  to neurological complications  in hu‐

mans, such as epilepsy and seizures [58]. However, a recent study found that dietary GAA 

(up to 60 mg per kg body weight) does not accumulate in the brain of healthy men [59], 

with GAA levels remained essentially unchanged at eight‐week follow‐up when averaged 

across twelve white and grey matter locations. This study suggests that the GAA‐driven 

neurotoxicity might be referenced  to  the  level of GAA exposure, with  the  threshold of 

toxicological concern (although currently unidentified) highly unlikely to be acquired af‐

ter dietary intake. For instance, brain GAA levels are 100–300 times higher than normal in 



Nutrients 2022, 14, 75  5  of  9 
 

 

experimental models with intrastriatal administration of GAA and/or inborn errors of cre‐

atine metabolism [57], which is substantially below GAA concentrations after dietary sup‐

plementation. Interestingly, GAA loading appears to affect peripheral GABA metabolism 

in healthy men and potentially down‐regulates GABA synthesis in peripheral tissues [36]. 

Although  safety  sequels  of  this  study  are  not  elaborated  further, GABA modulation 

should be considered as a possible neuromodulatory effect of dietary GAA.   

3.4. Other Adverse Effects 

An  exposure  to GAA  in  animal  studies  exacerbated  ethanol‐induced  liver  injury 

[60,61],  stimulated osteoclastogenesis  [62], generated  reactive oxygen  species  [63], and 

modulated cerebral cortex potentials [64]. However, dietary GAA produced no effects on 

hepatic panel and cumulative action of antioxidants present in plasma after medium‐term 

intake in healthy men and women [31,38]. Supplemental GAA can provoke a minor tran‐

sitory  gastrointestinal  distress  (e.g.,  intestinal  cramping,  bloating,  abdominal  pain)  in 

healthy adults; the proportion of participants who reported gut‐related side effects was 

not different from placebo [31]. GAA also induced a rise in serum creatinine due to an 

increase in creatine and subsequent degradation to creatinine. Creatinine is a surrogate 

marker of kidney damage, yet the other biomarkers of kidney damage remained unaf‐

fected by GAA intake [31]. 

4. Blueprint for GAA Risk‐Benefit Assessment   

The risk‐benefit assessment is an emerging concept in the area of food safety [65,66], 

with  the multi‐criteria decision analysis  (MCDA) advances as a new  tool to estimate  the 

hazards and advantages associated with the use of food interventions and dietary choices. 

MCDA combines heterogeneous research data into a compendious numeric that can be used 

to guide the selection of various health interventions in the context of risk‐benefit profile 

[67]. In the case of GAA, the risk‐benefit analysis could help in the pragmatic weighing of 

probabilities of side effect(s) against the benefit(s) as a consequence of GAA dietary expo‐

sure. Since GAA is an experimental dietary supplement, with only a handful of human stud‐

ies available at this moment, MCDA could be created as a preliminary framework at best. 

In the first step (defining the decision problem), health professionals should establish the 

issue of interest, such as selecting the appropriate amount of supplemental GAA that safely 

alleviates the features of impaired energy metabolism. This step also involves nominating 

the target group, perhaps the clinical and general population, who can profit from energy‐

uplifting agents. The second step includes identifying the evaluation criteria (e.g., the prev‐

alence of harmful health effects, improved brain function, reduced fatigue) against which 

various GAA dosages will be  appraised. This  step  requires building  a  risk‐benefit  tree, 

based on feedback from experts and/or published trials (Figure 2). The third step of MCDA 

entails  collecting  data  (e.g.,  qualitative,  semi‐quantitative,  quantitative)  on  criteria  se‐

lected above, and building the performance matrix describing how varying amounts of 

supplemental GAA perform when evaluated against each criterion. Only the effects with 

the highest level of evidence should be included in the final assessment, perhaps extracted 

from randomized controlled trials in the case of GAA. The fourth step defines the weights 

of the criteria, which enables setting up relative importance for each criterion depending 

on clinical significance using the  ‘swing weighing’ approach  [68]. For example, criteria 

weight  for GAA‐driven  rise  in  serum homocysteine might  include  either quantitative 

scale (e.g., an absolute increase in μmol per liter) or qualitative method (e.g., using ‘yes’ 

or ‘no’ for inducing hyperhomocysteinemia); alternative scenarios representing different 

criteria‐weighing schemes are also possible. Step five involves analyzing and synthesizing 

all risks and benefits while producing a single metric that can be used in grading GAA 

overall performance for efficacy‐safety decisions; this requires accounting for uncertainty 

using statistical modeling [69]. The final sixth step includes reporting narrative and graph‐

ical results of an aggregated measure, enabling a decision‐maker to rank alternative GAA 

dosages in terms of safety‐efficacy profile.   
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Figure 2. Risk‐benefit tree and performance matrix for a hypothetical guanidinoacetic acid (GAA) 

case study. 

5. Conclusions 

GAA is an investigational dietary supplement. Preliminary human studies suggest that 

dietary GAA has a relatively acceptable safety profile, yet medium‐term intake appears to 

provoke unfavorable biochemical abnormalities, such as  the rise  in serum homocysteine 

(which  could  be  attanuated  by GAA  co‐ingested with  creatine). Other  adverse  events 

demonstrated in animal studies with non‐enteral administration of GAA are not confirmed 

in human trials with supplemental GAA thus far. Still, the possible toxic effects of GAA in 

the nervous system reported in pre‐clinical research (e.g., modulation of GABA‐ergic neu‐

rotransmission,  impairment of brain  cell development,  epileptogenic activity)  remain of 

high concern, with additional human studies required before advancing GAA for human 

use. Whether beneficial effects outcompete side effects of GAA currently remains unknown 

in terms of evidence‐based efficacy and safety data. A comparative analysis of supplemental 

GAA safety using multi‐criteria decision analysis  remains highly warranted  to optimize 

treatment selection within the settings of nutrition and clinical bioenergetics. 

Funding: This work was not funded by any agency in the public, commercial, or not‐for‐profit sec‐

tors. 

Conflicts of Interest: SMO serves as a member of the Scientific Advisory Board on creatine in health 

and medicine (AlzChem LLC). SMO owns patent “Sports Supplements Based on Liquid Creatine” 

at European Patent Office (WO2019150323 A1), and active patent application “Synergistic Creatine” 

at UK Intellectual Property Office (GB2012773.4). SMO has served as a speaker at Abbott Nutrition, 

a consultant of Allied Beverages Adriatic and IMLEK, and has received research funding related to 

creatine and/or guanidinoacetic acid from the Serbian Ministry of Education, Science, and Techno‐

logical Development, Provincial Secretariat for Higher Education and Scientific Research, AlzChem 

GmbH, KW Pfannenschmidt GmbH, Hueston Hennigan LLP, and ThermoLife International LLC. 

SMO does not own stocks and shares in any organization.   



Nutrients 2022, 14, 75  7  of  9 
 

 

References 

1. Edison, E.E.; Brosnan, M.E.; Meyer, C.; Brosnan, J.T. Creatine synthesis: Production of guanidinoacetate by the rat and human 

kidney in vivo. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 2007, 293, F1799–F1804. https://doi.org/10.1152/ajprenal.00356.2007. 

2. Baker, S.A.; Gajera, C.R.; Wawro, A.M.; Corces, M.R.; Montine, T.J. GATM and GAMT synthesize creatine locally throughout 

the  mammalian  body  and  within  oligodendrocytes  of  the  brain.  Brain  Res.  2021,  1770,  147627. 

https://doi.org/10.1016/j.brainres.2021.147627. 

3. Ostojic, S.M. Creatine synthesis in the skeletal muscle: The times they are a‐changin’. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2021, 320, 

E390–E391. https://doi.org/10.1152/ajpendo.00645.2020. 

4. Walker,  J.B.  Creatine:  Biosynthesis,  Regulation,  and  Function.  Adv.  Enzymol.  Relat.  Areas  Mol.  Biol.  1979,  50,  177–242. 

https://doi.org/10.1002/9780470122952.ch4. 

5. Wallimann, T.; Tokarska‐Schlattner, M.; Schlattner, U. The creatine kinase system and pleiotropic effects of creatine. Amino 

Acids 2011, 40, 1271–1296. https://doi.org/10.1007/s00726‐011‐0877‐3. 

6. Tachikawa, M.; Kasai, Y.; Yokoyama, R.;  Fujinawa,  J.; Ganapathy, V.;  Terasaki,  T.; Hosoya, K.‐I.  The  blood‐brain  barrier 

transport and cerebral distribution of guanidinoacetate in rats: Involvement of creatine and taurine transporters. J. Neurochem. 

2009, 111, 499–509. https://doi.org/10.1111/j.1471‐4159.2009.06332.x. 

7. Tachikawa, M.; Yashiki, A.; Akanuma, S.‐I.; Matsukawa, H.; Ide, S.; Minami, M.; Hosoya, K.‐I. Astrocytic γ‐aminobutyric acid 

(GABA)  transporters  mediate  guanidinoacetate  transport  in  rat  brain.  Neurochem.  Int.  2018,  113,  1–7. 

https://doi.org/10.1016/j.neuint.2017.11.013. 

8. Ostojic,  S.M.  Tackling  guanidinoacetic  acid  for  advanced  cellular  bioenergetics.  Nutrition  2017,  34,  55–57. 

https://doi.org/10.1016/j.nut.2016.09.010. 

9. Jomura, R.; Tanno, Y.; Akanuma, S.‐I.; Kubo, Y.; Tachikawa, M.; Hosoya, K.‐I. Monocarboxylate transporter 12 as a guanidino‐

acetate efflux transporter  in renal proximal tubular epithelial cells. Biochim. Biophys. Acta BBA Biomembr. 2020, 1862, 183434. 

https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2020.183434. 

10. Curt, M.J.‐C.; Cheillan, D.; Briand, G.; Salomons, G.S.; Mention‐Mulliez, K.; Dobbelaere, D.; Cuisset, J.‐M.; Lion‐François, L.; 

Portes, V.D.; Chabli, A.; et al. Creatine and guanidinoacetate reference values in a French population. Mol. Genet. Metab. 2013, 

110, 263–267. https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2013.09.005. 

11. Ostojic, S.M.; Ratgeber, L.; Olah, A.; Betlehem, J.; Acs, P. Guanidinoacetic acid deficiency: A new entity in clinical medicine?. 

Int. J. Med. Sci. 2020, 17, 2544–2550. https://doi.org/10.7150/ijms.47757. 

12. Ostojic,  S.M.  Advanced  physiological  roles  of  guanidinoacetic  acid.  Eur.  J.  Nutr.  2015,  54,  1211–1215. 

https://doi.org/10.1007/s00394‐015‐1050‐7. 

13. European Food Safety Authority. Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP). Safety and 

efficacy  of  guanidinoacetic  acid  for  chickens  for  fattening,  breeder  hens  and  roosters,  and  pigs.  EFSA  J.  2016,  14,  4394. 

https://doi.org/10.2903/j.efsa.2016.4394. 

14. Ostojic, S.M.; Stajer, V.; Ratgeber, L.; Betlehem, J.; Acs, P. Guanidinoacetic Acid Consumption via Regular Diet in Adults. Ann. 

Nutr. Metab. 2021, 1–2. https://doi.org/10.1159/000520550. 

15. Ostojic,  S.M.  Human  gut  microbiota  as  a  source  of  guanidinoacetic  acid.  Med.  Hypotheses  2020,  142,  109745. 

https://doi.org/10.1016/j.mehy.2020.109745. 

16. Borsook, H.; Borsook, M.E. The biochemical basis of betaine‐glycocyamine therapy. Ann. West. Med. Surg. 1951, 5, 825–829. 

17. Graybiel, A.; Patterson, C.A. Use of betaine and glycocyamine in the treatment of patients with heart disease: Preliminary report. 

Ann. West. Med. Surg. 1951, 5, 863–875. 

18. Van Zandt, V.; Borsook, H. New biochemical approach to the treatment of congestive heart failure. Ann. West. Med. Surg. 1951, 

5, 856–862. 

19. Higgins, A.R.; Harper, H.A.; Kline, E.F.; Merrill, R.S.; Jones, R.E.; Smith, T.W.D.; Kimmel, J.R. Effects of creatine precursors in 

arthritis; clinical and metabolic study of glycocyamine and betaine. Calif. Med. 1952, 77, 14–18. 

20. Borsook, M.E.; Billig, H.K.; Golseth, J.G. Betaine and glycocyamine in the treatment of disability resulting from acute anterior 

poliomyelitis. Ann. West. Med. Surg. 1952, 6, 423–427. 

21. Fallis, B.D.; Lam, R.L. Betaine and glycocyamine therapy for the chronic residuals of poliomyelitis. J. Am. Med. Assoc. 1952, 150, 

851–853. https://doi.org/10.1001/jama.1952.03680090015007. 

22. Watkins,  A.L.  Betaine  and  Glycocyamine  in  Treatment  of  Poliomyelitis.  N.  Engl.  J.  Med.  1953,  248,  621–623. 

https://doi.org/10.1056/nejm195304092481501. 

23. Basom, W.C.; Breck, L.W.; Leonard, M.H. The effect of betaine and glycocyamine in the management of chronic anterior polio‐

myelitis. Int. Rec. Med. Gen. Pract. Clin. 1955, 168, 70–71. 

24. Benassi, P. Effects of guanidinoacetic acid on the metabolism of creatine and creatinine in myopathic muscular dystrophy. Boll. 

Soc. Ital. Biol. Sper. 1954, 30, 365–368. 

25. Dixon, H.H.; Dickel, H.A.; Shanklin, J.G.; Peterson, R.D.; West, E.S. Therapy in anxiety states and anxiety complicated by de‐

pression. West. J. Surg. Obstet. Gynecol. 1954, 62, 338–341. 

26. Mune, N. Betasyamine in therapy of coronary arteriosclerosis. Ugeskr. Laeger 1954, 116, 1505. 

27. Billig, H.E., Jr.; Morehouse, L.E. Performance and metabolic alterations during betaine glycocyamine feeding  in myasthenia 

gravis. Arch. Phys. Med. Rehabil. 1955, 36, 233–236. 



Nutrients 2022, 14, 75  8  of  9 
 

 

28. Liveksedge, L. Glycocyamine and betaine in motor‐neurone disease. Lancet 1956, 268, 1136–1138. https://doi.org/10.1016/s0140‐

6736(56)90154‐4. 

29. Aldes, J.H. Glycocyamine betaine as an adjunct in the treatment of neuromuscular disease patients. J. Ark. Med. Soc. 1957, 54, 

186–194. 

30. Tsubakihara, Y.; Suzuki, A.; Hayashi, T.; Shoji, T.; Togawa, M.; Okada, N. The effect of guanidinoacetic acid supplementation 

in patients with chronic renal failure. In Guanidino Compounds  in Biology and Medicine; Mori, A., Ishida, M., Clark, J.F., Eds.; 

Blackwell Science: Japan, Tokyo, 1999; Volume 5, pp. 139–144. 

31. Ostojic, S.M.; Niess, B.; Stojanovic, M.; Obrenovic, M. Creatine Metabolism and Safety Profiles after Six‐Week Oral Guanidino‐

acetic Acid Administration in Healthy Humans. Int. J. Med. Sci. 2013, 10, 141–147. https://doi.org/10.7150/ijms.5125. 

32. Ostojic, S.M.; Niess, B.; Stojanovic, M.; Obrenovic, M. Co‐administration of methyl donors along with guanidinoacetic acid 

reduces the incidence of hyperhomocysteinaemia compared with guanidinoacetic acid administration alone. Br. J. Nutr. 2013, 

110, 865–870. https://doi.org/10.1017/s0007114512005879. 

33. Semeredi, S.; Stajer, V.; Ostojic, J.; Vranes, M.; Ostojic, S.M. Guanidinoacetic acid with creatine compared with creatine alone 

for tissue creatine content, hyperhomocysteinemia, and exercise performance: A randomized, double‐blind superiority trial. 

Nutrition 2019, 57, 162–166. https://doi.org/10.1016/j.nut.2018.04.009. 

34. Ostojic, S.M.; Stojanovic, M.; Drid, P.; Hoffman, J. Dose–response effects of oral guanidinoacetic acid on serum creatine, homo‐

cysteine and B vitamins levels. Eur. J. Nutr. 2014, 53, 1637–1643. https://doi.org/10.1007/s00394‐014‐0669‐0. 

35. Ostojic, S.M.; Vojvodic‐Ostojic, A. Single‐dose oral guanidinoacetic acid exhibits dose‐dependent pharmacokinetics in healthy 

volunteers. Nutr. Res. 2015, 35, 198–205. https://doi.org/10.1016/j.nutres.2014.12.010. 

36. Ostojic, S.M.; Stojanovic, M. Guanidinoacetic acid loading affects plasma γ‐aminobutyric acid in healthy men. Eur. J. Nutr. 2015, 

54, 855–858. https://doi.org/10.1007/s00394‐015‐0858‐5. 

37. Ostojic, S.; Stojanovic, M.D.; Hoffman, J. Six‐Week Oral Guanidinoacetic Acid Administration Improves Muscular Performance 

in Healthy Volunteers. J. Investig. Med. 2015, 63, 942–946,. https://doi.org/10.1097/jim.0000000000000212. 

38. Ostojic, S.M.; Stojanovic, M.D.; Olcina, G. Oxidant‐Antioxidant Capacity of Dietary Guanidinoacetic Acid. Ann. Nutr. Metab. 

2015, 67, 243–246. https://doi.org/10.1159/000441198. 

39. Ostojic, S.; Drid, P.; Ostojic, J. Guanidinoacetic acid increases skeletal muscle creatine stores in healthy men. Nutrition 2016, 32, 

723–724. https://doi.org/10.1016/j.nut.2015.11.006. 

40. Ostojic, S.M.; Ostojic, J.; Drid, P.; Vranes, M.; Jovanov, P. Dietary guanidinoacetic acid increases brain creatine levels in healthy 

men. Nutrition 2017, 33, 149–156. https://doi.org/10.1016/j.nut.2016.06.001. 

41. Ostojic, S.M.; Mojsin, M.; Drid, P.; Vranes, M. Does Dietary Provision of Guanidinoacetic Acid Induce Global DNA Hypometh‐

ylation in Healthy Men and Women?. Lifestyle Genom. 2018, 11, 16–18. https://doi.org/10.1159/000487336. 

42. Ostojic, S.M.; Stojanovic, M.; Drid, P.; Hoffman,  J.R.; Sekulic, D.; Zenic, N. Supplementation with Guanidinoacetic Acid  in 

Women with Chronic Fatigue Syndrome. Nutrients 2016, 8, 72. https://doi.org/10.3390/nu8020072. 

43. Seper, V.; Korovljev, D.; Todorovic, N.; Stajer, V.; Ostojic, J.; Nesic, N.; Ostojic, S.M. Guanidinoacetate‐Creatine Supplementation 

Improves Functional Performance and Muscle and Brain Bioenergetics in the Elderly: A Pilot Study. Ann. Nutr. Metab. 2021, 77, 

244–247. https://doi.org/10.1159/000518499. 

44. Ostojic, S.M. Benefits and drawbacks of guanidinoacetic acid as a possible treatment to replenish cerebral creatine in AGAT 

deficiency. Nutr. Neurosci. 2019, 22, 302–305. https://doi.org/10.1080/1028415x.2017.1385176. 

45. Ostojic, S.M.; Premusz, V.; Nagy, D.; Acs, P. Guanidinoacetic acid as a novel food for skeletal muscle health. J. Funct. Foods 2020, 

73, 104129. https://doi.org/10.1016/j.jff.2020.104129. 

46. Ostojic, S.M.; Ostojic, J.; Drid, P.; Vranes, M. Guanidinoacetic acid versus creatine for improved brain and muscle creatine levels: 

A superiority pilot trial in healthy men. Appl. Physiol. Nutr. Metab. 2016, 41, 1005–1007. https://doi.org/10.1139/apnm‐2016‐0178. 

47. Ostojic,  S.M.  Short‐term  GAA  loading:  Responders  versus  nonresponders  analysis.  Food  Sci.  Nutr.  2020,  8,  4446–4448. 

https://doi.org/10.1002/fsn3.1744. 

48. Obeid, R. The Metabolic Burden of Methyl Donor Deficiency with Focus on the Betaine Homocysteine Methyltransferase Path‐

way. Nutrients 2013, 5, 3481–3495. https://doi.org/10.3390/nu5093481. 

49. Ganguly,  P.;  Alam,  S.F.  Role  of  homocysteine  in  the  development  of  cardiovascular  disease.  Nutr.  J.  2015,  14,  6. 

https://doi.org/10.1186/1475‐2891‐14‐6. 

50. Ostojic, S.M.; Trivic, T.; Drid, P.; Stajer, V.; Vranes, M. Effects of Guanidinoacetic Acid Loading on Biomarkers of Cardiometa‐

bolic Risk and Inflammation. Ann. Nutr. Metab. 2018, 72, 18–20. https://doi.org/10.1159/000484945. 

51. Ostojic, S.M.; Todorovic, N.; Stajer, V. Effect of Creatine and Guanidinoacetate Supplementation on Plasma Homocysteine in 

Metabolically Healthy Men and Women. Ann. Nutr. Metab. 2021, 77, 307–308. https://doi.org/10.1159/000518126. 

52. Zugno, A.I.; Stefanello, F.M.; Streck, E.L.; Calcagnotto, T.; Wannmacher, C.M.; Wajner, M.; Wyse, A.T. Inhibition of Na + , K + ‐

ATPase  activity  in  rat  striatum  by  guanidinoacetate.  Int.  J. Dev. Neurosci.  2003,  21,  183–189.  https://doi.org/10.1016/s0736‐

5748(03)00038‐8. 

53. Zugno, A.I.; Oliveira, D.L.; Scherer, E.B.S.; Wajner, M.; Wofchuk, S.; Wyse, A.T.S. Guanidinoacetate Inhibits Glutamate Uptake 

in Rat Striatum of Rats at Different Ages. Neurochem. Res. 2007, 32, 959–964. https://doi.org/10.1007/s11064‐006‐9245‐1. 

54. Zugno, A.I.; Stefanello, F.M.; Scherer, E.B.S.; Mattos, C.; Pederzolli, C.D.; Andrade, V.M.; Wannmacher, C.M.D.; Wajner, M.; 

Dutra‐Filho, C.S.; Wyse, A.T.S. Guanidinoacetate Decreases Antioxidant Defenses and Total Protein Sulfhydryl Content in Stri‐

atum of Rats. Neurochem. Res. 2008, 33, 1804–1810. https://doi.org/10.1007/s11064‐008‐9636‐6. 



Nutrients 2022, 14, 75  9  of  9 
 

 

55. Hanna‐El‐Daher, L.; Béard, E.; Henry, H.; Tenenbaum, L.; Braissant, O. Mild guanidinoacetate increase under partial guanidi‐

noacetate  methyltransferase  deficiency  strongly  affects  brain  cell  development.  Neurobiol.  Dis.  2015,  79,  14–27. 

https://doi.org/10.1016/j.nbd.2015.03.029. 

56. Neuab, A.; Neuhoffa, H.; Trubec, G.; Fehra, S.; Ullrichb, K.; Roeper, J.; Isbrandta, D. Activation of GABAA Receptors by Guan‐

idinoacetate: A Novel Pathophysiological Mechanism. Neurobiol. Dis. 2002, 11, 298–307. https://doi.org/10.1006/nbdi.2002.0547. 

57. Stromberger, C.; Bodamer, O.A.; Stöckler‐Ipsiroglu, S. Clinical characteristics and diagnostic clues in inborn errors of creatine 

metabolism. J. Inherit. Metab. Dis. 2003, 26, 299–308. https://doi.org/10.1023/a:1024453704800. 

58. Almeida, L.S.; Verhoeven, N.M.; Roos, B.; Valongo, C.; Cardoso, M.L.; Vilarinho, L.; Salomons, G.S.; Jakobs, C. Creatine and 

guanidinoacetate: Diagnostic markers for inborn errors in creatine biosynthesis and transport. Mol. Genet. Metab. 2004, 82, 214–

219. https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2004.05.001. 

59. Ostojic, S.M.; Ostojic, J. Dietary guanidinoacetic acid does not accumulate in the brain of healthy men. Eur. J. Nutr. 2018, 57, 

3003–3005. https://doi.org/10.1007/s00394‐017‐1600‐2. 

60. Kharbanda, K.K.; Todero, S.L.; Thomes, P.G.; Orlicky, D.J.; Osna, N.A.; French, S.W.; Tuma, D.J. Increased methylation demand 

exacerbates ethanol‐induced liver injury. Exp. Mol. Pathol. 2014, 97, 49–56. https://doi.org/10.1016/j.yexmp.2014.05.006. 

61. Osna, N.A.; Feng, D.; Ganesan, M.; Maillacheruvu, P.F.; Orlicky, D.J.; French, S.W.; Tuma, D.J.; Kharbanda, K.K. Prolonged 

feeding with guanidinoacetate, a methyl group consumer, exacerbates ethanol‐induced liver injury. World J. Gastroenterol. 2016, 

22, 8497–8508. https://doi.org/10.3748/wjg.v22.i38.8497. 

62. Schepers, E.; Glorieux, G.; Dou, L.; Cerini, C.; Gayrard, N.; Louvet, L.; Maugard, C.; Preus, P.; Rodriguez‐Ortiz, M.; Argiles, A.; 

et al. Guanidino Compounds as Cause of Cardiovascular Damage  in Chronic Kidney Disease: An  in vitro Evaluation. Blood 

Purif. 2010, 30, 277–287. https://doi.org/10.1159/000320765. 

63. Mori, A.; Kohno, M.; Masumizu, T.; Noda, Y.; Packer, L. Guanidino compounds generate reactive oxygen species. IUBMB Life 

1996, 40, 135–143. https://doi.org/10.1080/15216549600201622. 

64. Takahashi,  H.;  Arai,  B.;  Koshino,  C.  Effects  of  guanidinoacetic  acid,  γ‐guanidinobutyric  acid  and  γ‐guanidinobutyryl‐

methylester on the mammalian cerebral cortex. Jpn. J. Physiol. 1961, 11, 403–409. https://doi.org/10.2170/jjphysiol.11.403. 

65. Van Der Voet, H.; De Mul, A.; Van Klaveren, J.D. A probabilistic model for simultaneous exposure to multiple compounds from 

food and its use for risk–benefit assessment. Food Chem. Toxicol. 2007, 45, 1496–1506. https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.02.009. 

66. Ruzante, J.M.; Grieger, K.; Woodward, K.; Lambertini, E.; Kowalcyk, B. The use of multi‐criteria decision analysis in food safety 

risk‐benefit assessment. Food Protect Trends 2017, 37, 132–139. 

67. Stratil, J.M.; Baltussen, R.; Scheel, I.; Nacken, A.; Rehfuess, E.A. Development of the WHO‐INTEGRATE evidence‐to‐decision 

framework: An overview of systematic reviews of decision criteria for health decision‐making. Cost Eff. Resour. Alloc. 2020, 18, 

1–15. https://doi.org/10.1186/s12962‐020‐0203‐6. 

68. Schug, S.; Pogatzki‐Zahn, E.; Phillips, L.D.; Essex, M.N.; Xia, F.; Reader, A.J.; Pawinski, R. Multi‐Criteria Decision Analysis to 

Develop an Efficacy‐Safety Profile of Parenteral Analgesics Used in the Treatment of Postoperative Pain. J. Pain Res. 2020, 13, 

1969–1977. https://doi.org/10.2147/jpr.s255921. 

69. Durbach,  I.N.;  Stewart,  T.J. Modeling  uncertainty  in  multi‐criteria  decision  analysis.  Eur.  J.  Oper.  Res.  2012,  223,  1–14. 

https://doi.org/10.1016/j.ejor.2012.04.038. 


