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Abstract: Cognitive  impairment  (CI)  is a  common and disabling  symptom of Multiple Sclerosis 

(MS) with a negative impact on daily living. In this pilot study, we applied magnetoencephalog‐

raphy (MEG) and high density (hd) electroencephalography (EEG) study to evaluate acoustic P300 

features in a cohort of early MS. Sixteen MS patients (pwMS) and 19 healthy controls (HCs) matched 

for age and gender underwent an MEG‐/(hd)‐EEG‐co‐recording, using 306‐channel Vectorview and 

64 scalp electrodes. CI was assessed using Rao’s Brief Repeatable Battery (BRB). Moreover, we per‐

formed psychometric tests to assess depression and fatigue. In pwMS, we observed a slight latency 

prolongation of P300 peak compared  to HCs, while P300 amplitude and scalp distribution were 

similar in the two groups. pwMS did not show an amplitude reduction and different scalp distri‐

bution of Event‐Related Potentials (ERPs) and Event Related Fields (ERFs) related to an acoustic 

oddball paradigm. We found an inverse correlation between P300 amplitude and fatigue (r Spear‐

man = −0.4; p = 0.019). In pwMS, phenomena of cortical adaptation to early dysfunction could pre‐

serve the cognitive performance of the P300 acoustic task, while the development of fatigue could 

prospectively lead to amplitude decline of P300, suggesting its possible role as a biomarker. 

Keywords: multiple sclerosis; early stage; MEG; EEG; event related potentials;  fatigue; cognitive 

impairment 

 

1. Introduction 

Cognitive impairment (CI) is a common and disabling symptom of Multiple Sclerosis 

(MS). Its prevalence ranges from 43% to 70% of MS patients (pwMS) [1]. Recent data sug‐

gest that, although CI has been reported in all disease phenotypes, disease duration and 

age play an important role in the cognitive profile of pwMS [2]. In fact, the prevalence of 

CI is higher at later stages of relapsing‐remitting (RR) MS and in progressive forms of the 

disease [2,3], but cognitive dysfunctions were also detected both in patients with Clini‐

cally Isolated Syndrome (CIS) and in the early stages of relapsing forms [4,5]. CI in MS 

involves  multiple  cognitive  domains:  Episodic  memory  and  information  processing 

speed are mostly affected, but deficits  in working memory, executive functions, verbal 

fluency, and attention may also be present [1,6]. Some evidences suggested that early CI 

is a bad prognostic factor being associated with higher risk of conversion to definite MS 
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[7], disability progression, transition to progressive phase, and cortical thinning [8]. CI has 

been recognized in patients with pediatric multiple sclerosis in more than 30% of cases 

[9]. 

Furthermore, CI can have a negative impact on daily life, including social relation‐

ships, employment, and overall quality of life, regardless of patients’ physical disability 

[10,11]. For these reasons, it is desirable to recognize CI as early as possible to personalize 

therapeutic strategies. Therefore, neuropsychological  testing batteries  tailored  to  target 

the key areas of MS cognitive dysfunction, such as the Brief Repeatable Battery of Neuro‐

psychological Tests (BRB‐N), are typically used in research settings [6] and in clinical prac‐

tice too, although their use can be limited by the long administration time, practice effect, 

and physical disability [12]. 

Another common symptom, with an estimated prevalence of up to 83%, is fatigue, 

which exerts the greatest impact on patients’ quality of life [13]. Many mechanisms may 

be related to fatigue in MS: structural damage of white matter (WM) and grey matter (GM) 

[14,15], brain atrophy [16], functional brain connectivity changes [17], disease worsening 

[18], compensatory brain over activation patterns [19], depression [20]. In previous works, 

the damage of different brain structures has been related to fatigue and depression in MS. 

Moreover, fatigue was associated with clinical disability [21] and also with cognitive per‐

formance. During a cognitive task, the impact of fatigue, measured by the Modified Fa‐

tigue Impact Scale (MFIS), on cortical activation, is demonstrated by the incongruity of 

the activated areas depending on the MFIS score [22]. The most applied tools used to as‐

sess fatigue in MS clinical settings, thanks to its high specificity and sensitivity in distin‐

guishing pwMS from healthy controls (HCs), are the fatigue severity scale inventory (FSS) 

[23] and the fatigue scale for motor and cognitive functions (FSMC) [24]. Despite its fre‐

quency and pronounced impact on the lives of pwMS, techniques for differential diagno‐

sis of fatigue and mechanism‐guided treatment selection in individual patients do not ex‐

ist [13]. The identification of measures of CI and fatigue able to overcome these limitations 

is an open challenge in the routine clinical setting. 

Functional Magnetic Resonance  Imaging  (fMRI),  a  technique  based  on metabolic 

changes, was the main technique for the study of the functional network organization in 

MS. Magnetoencephalography (MEG) represents another method to quantify functional 

networks, which, unlike the fMRI, directly measures neural activity. MEG has an excellent 

temporal resolution, and recently, its spatial resolution has greatly improved [25]. MEG, 

compared to fMRI, according to a recent study, has a higher sensitivity in detecting rele‐

vant cognitive disruptions in functional networks [26]. 

The fMRI also failed to identify alterations in the neuronal organization during early 

MS, which, instead, was done by electrophysiological investigations [26]. Investigations 

of  electrophysiological,  spectrally‐resolved  functional  connectivity  (FC) with MEG  or 

electroencephalography (EEG) have been, for these reasons, progressively investigated. 

In addition to neuropsychological tests, P300 event‐related brain potentials  (ERPs) 

have been used as neurophysiological markers in the assessment of cognition in patients 

with relapsing‐remitting multiple sclerosis (RRMS) research [27,28] and, more recently, 

also in clinical practice [29]. Their measurement can clarify cognitive processing phases as 

encoding,  selecting,  memorizing,  and  decision  making.  Their  magnetic  counterpart 

(Event Related Fields—ERF) provides advanced topographic analysis and further data on 

subtle modifications of cognitive  induced changes of brain activity. Due  to  the ease of 

recording and reliability, the P300 has become the most studied endogenous ERPs com‐

ponent. Results of many ERPs studies are consistent with prolonged P300 latencies [30–

37] and/or smaller P300 amplitudes [30,33,36] in 50–65% of pwMS [38]. Significant corre‐

lations are reported between prolonged P300 latency and poorer scores on neuropsycho‐

logical tests, as BRB, Mini Mental State Examination (MMSE), Wechsler adult intelligence 

scale  (WAIS), and others  [30,32,34,37], Expanded Disability Status Scale  (EDSS)  scores 

[31,35–37],  disease  duration  [31]  and Magnetic  Resonance  Imaging  (MRI)  lesion  load 

[32,37]. Although the P300 latency and amplitude are progressively impaired in the course 
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of MS, especially in the secondary progressive phenotype [38], their abnormalities were 

also observed in early RRMS [39,40] and CIS patients [41,42]. In addition, event‐related 

spectral perturbations (ERSPs; event‐related mean power spectral changes) could reveal 

subtle  changes of EEG  activity under P3b protocol,  as demonstrated  in  the  advanced 

phase of MS [43]. 

Only the acoustic ERPs are used in the study and not the visual ones. The choice was 

made to eliminate the influence of visual deficits, assuming greater visual damage in the 

course of MS, which have a greater impact on ERP anomalies [44,45]. 

To reveal early cortical dysfunction  in the  initial and non‐medicated phase of MS, 

this pilot study focused on: 

• Advanced  topographic analysis of ERP and ERF and  related ERSPs  related  to an 

acoustic oddball paradigm in a cohort of early and treatment‐naïve pwMS; 

• Correlations between P300 features with demographic, clinical, and neuropsycholog‐

ical characteristics, including fatigue, depression, and cognitive impairment. 

2. Materials and Methods 

2.1. Study Design and Population 

This is a clinical, cross‐sectional, pilot study, conducted according to the International 

Conference on Harmonization Guidelines for Good Clinical Practice and the Declaration 

of Helsinki (World Medical Association Declaration of Helsinki (2017) Ethical principles 

for medical research involving human subjects). The study protocol was approved by the 

local Ethics Committee. All patients provided written consent. Demographic and baseline 

clinical data were collected at enrolment. The experimental session started at 8:30 AM and 

included: 

‐ A complete neurological examination with disability assessment by EDSS [46] 

‐ A 45‐min neuropsychological evaluation 

‐ A simultaneous high density (hd) MEG and EEG recordings (50–55 min preceded by 

20–25 min setup time) of event related fields/potentials (ERF/ERP) and resting state 

data. 

The present study focused on the auditory oddball task, chosen because the auditory 

system is less involved in all the phases of MS, enabling the extraction of late cortical po‐

tentials with latency and amplitude not affected by the dysfunction of the afferent path‐

ways [47]. 

The study sample consisted of pwMS (n = 17) and HCs (n = 19) matched for age, sex, 

and education, enrolled at the Centre for Diagnosis and Treatment of Demyelinating Dis‐

eases, University Hospital of Bari, between March 2018 and April 2019. The minimum 

enrollment age was 18 years, while the upper age range limit was set to 55 years to avoid 

potential aging‐related confounding  factors, such as  leukoaraiosis  [48]. PwMS were se‐

lected across not active clinical phenotypes according to Lublin’s new MS phenotypic clas‐

sification [49], with a diagnosis of CIS or RR disease, according to the revised McDonald 

criteria [50]. All subjects were minimally impaired and with a recent diagnosis. A disease 

history >5 years and a EDSS score >6 represented exclusion criteria. All participants were 

disease modifying drugs (DMDs) naïve. Moreover, pwMS were excluded from the study 

if they experienced a relapse or underwent steroid treatment 30 days before the examina‐

tion. Relapses were defined as episodes of neurological symptoms occurring at least 30 

days after the onset of any previous episode, lasting at least 24 h, not attributable to any 

other causes, occurring in the absence of an infection or fever, and accompanied either by 

new clinical signs, i.e., changes in the neurological examination, or by an increased EDSS 

score [51]. Exclusion criteria for all participants were history or presence of psychiatric or 

neurological disease (apart from MS for the patient group), as well as an antidepressant 

and antipsychotic therapies, drug and alcohol abuse, major traumatic head injury, mod‐

erate to severe hearing  loss, vascular and metabolic conditions (ischemic heart disease, 
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high blood pressure, type 1 and 2 diabetes, dyslipidemia, obstructive sleep apnea). More‐

over, individuals with head and neck tattoos and metal implants were excluded due to 

safety issues. 

Due to technical issues, the final population consisted of 16 pwMS and 18 HCs. 

2.2. Neuropsychological Evaluation 

All participants were administered Rao’s BRB‐N [52] to evaluate verbal memory (Se‐

lective Reminding Test—Long‐Term Storage, SRT‐LTS; SRT—Consistent Long‐Term Re‐

trieval, SRT‐CLTR; and SRT—Delayed recall, SRT‐D), visuospatial learning (10/36 Spatial 

Recall  Test,  SPART;  Spatial  Recall  Test—Delayed  recall,  SPART‐D),  information  pro‐

cessing speed and attention (Symbol Digit Modality Test, SDMT; 3 and 5 s Paced Auditory 

Serial Addition Tests, PASAT‐3 and PASAT‐5), and verbal fluency (Word List Generation, 

WLG), as well as the Trail Making Test (TMT), to assess visual processing speed and ex‐

ecutive functions [53]. A test was considered to be altered when the z‐scored test results 

fell below two standard deviations (SD) from the normative mean values for the Italian 

population [54]. The threshold for the diagnosis of cognitive impairment was set to two 

altered tests (BRB‐N and/or TMT). A global cognitive impairment index (GCI) was addi‐

tionally calculated by assigning an integer value to each z‐scored test result, correspond‐

ing to the number of SD from the normative mean values it fell within and computing the 

sum of these values. In addition, we assessed psychometric tests for measuring the sever‐

ity of depression (Beck Depression Inventory, BDI) [55] and the level of fatigue by the use 

of FSS [23], with a cut‐off value of 9 and 4.5, respectively, to identify individuals with even 

mild depressive symptoms or fatigue impacting daily activities. 

2.3. P300 Procedure 

The standard auditory oddball paradigm was performed with a stimulus sequence 

consisting of 240 standard tones (250 Hz) and 60 target tones (1000 Hz) presented binau‐

rally via headphones, in a pseudorandom order, at 75 decibels. Stimulus duration was 100 

ms, with stimulus onset asynchrony was between 2 and 3 s. Participants were given a brief 

practice session to clarify the distinction between target and standard stimuli. They were 

instructed to press a button as soon as possible following the high‐frequency target tone. 

Speed and accuracy of response were emphasized equally in the task instructions. Task 

duration was 12 min and 33 s, following 5 min of resting state. 

2.4. Simultaneous MEG and EEG Recording 

Measurements were carried out with the Elekta Neuromag® TRIUX system (Elekta 

Neuromag Oy, Helsinki, Finland), a 306‐channel Vectorview whole head MEG device that 

comprises 102 planar gradiometers, 102 axial gradiometers, and 102 magnetometers in a 

helmet‐shaped array. The built‐in 64‐channel electrode cap, connected  to an amplifier, 

was used to record EEG and MEG simultaneously. The EEG reference electrode was at‐

tached to the linked mastoids, tip the ground electrode was placed at the left wrist. The 

head position relative to the sensor array was determined by five head‐position indicator 

coils positioned on the scalp surface, three of them close to the hairline in the frontal region 

and the other two over the left and right mastoid, respectively. Additionally, vertical elec‐

trooculogram (EOG) and electrocardiogram (ECG) derivations were recorded simultane‐

ously as auxiliary channels. Data were recorded at a sampling rate of 1024 Hz in a dimly 

lit and electrically and magnetically shielded room (ETS‐Lindgren Euroshield, Eura, Fin‐

land). The participants were comfortably seated with their eyes open. Stimulus onset and 

reaction times were acquired in addition to electrophysiological data during task perfor‐

mance. 

2.5. Artifact Correction and Data Analysis 

Event related potentials (ERP) and event related fields (ERF).   
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Elekta Neuromag MaxFilter 2.2 temporal Signal Space Separation (tSSS) was applied 

with standard parameters to perform noise reduction and head movement compensation 

and automatically detect and correct bad MEG channels. Data were low‐pass filtered at 

330 Hz and high‐pass filtered at 0.1 Hz. Further preprocessing relied on Brainstorm12 in 

the MATLAB® environment (R2016b, The MathWorks Inc., Natick, MA, USA). Record‐

ings, downsampled to 500 Hz, were visually inspected to remove bad segments and EEG 

bad channels. Stereotypical artifacts of non‐neural origin (from ocular, cardiac, and mus‐

cular sources) were removed by applying the logistic infomax algorithm implemented in 

the runica function for MATLAB®13. Continuous data were parsed into epochs of 1000 ms 

duration, extending from −200 to 800 ms relative to stimulus onset, baseline corrected to 

the 100 ms  immediately preceding the sound onset, and averaged. The N1, P1, N2, P3, 

and N4 peaks  latencies were automatically searched at the electrodes FCz and Pz after 

applying a 30 Hz low‐pass Kaiser filter. Specifically, the five ERP components were iden‐

tified as the local minima (for negative peaks) or local maxima (for positive peaks) in the 

40–140, 70–210, 160–290, 220–420, and 350–700 ms windows after stimulus onset, respec‐

tively. Peak latencies were visually checked and corrected if needed. Peak‐to‐peak ampli‐

tudes were measured for each ERP component relative to the preceding peak (relative to 

baseline for N1). In the present study, we report results concerning P300 features. 

The P300 wave, in this pilot study, was investigated on a single channel (Pz channel, 

latency, and N2/P3 peak to peak amplitude). Topographic differences in the amplitude of 

the P300 and its magnetic counterpart M300 were assessed on the whole set of sensors, 

averaging the signal across the 220–420 ms post‐stimulus interval. 

Time‐Frequency (TF) Analysis 

The purpose of this analysis was to study oscillations that are not strictly locked in 

phase across  trials. Averaging  trials  in  the  time‐frequency domain allow extracting  the 

power of the oscillations at different frequencies regardless of the phase shifts. 

The time‐frequency (TF) decomposition was based on the convolution of the signal 

with series of complex Morlet wavelets, which are sinusoidal waves, weighted by a Gauss‐

ian kernel. A family of Morlet wavelets is represented by a mother wavelet and a series of 

scaled and shifted versions of the mother wavelet. We considered that more cycles corre‐

spond to higher frequency precision and worse temporal precision and fewer cycles to 

better temporal precision and worse frequency precision 

So far, to get a good balance between temporal and frequency precision, we selected 

a central frequency (the frequency of the mother wavelet) of 1 Hz and a time resolution 

(FWHM) of 2 s  (the complex Morlet wavelet model  is described  in  the Supplementary 

Figure S1). To avoid edge effects, we segmented the data in the [−1200 1800] ms window 

around each stimulus onset before TF decomposition and then discarded 1000 ms from 

each side to get the TF maps relative to the [−200 800] ms window. Moreover, we removed 

the evoked response from each trial to bring the signals to a slightly more stationary state 

before computing TF. We normalized each frequency separately with respect to the base‐

line, [−200–2] ms from stimulus onset, to obtain more readable TF maps. Given that the 

signal carries a  lot less power in the faster oscillations than in the slow oscillations (1/f 

decrease  in power), we would always see values close  to zero  in  the higher  frequency 

ranges when representing the TF maps with a linear color scale. Therefore, we normalized 

the TF values by evaluating the deviation from the mean over the baseline, in percent: (ҳ 

− mean)/mean × 100). This normalization method is called event‐related spectral pertur‐

bation (ERSP). Finally, although we used a linear frequency definition of 1:1:60 Hz to com‐

pute the TF maps, to perform the cluster‐based statistical non‐parametric mapping, we 

had to group by frequency bands because of computational limitations of the virtual ma‐

chine. Therefore, the frequency definition of the statistical maps was the following: Delta, 

1–4 Hz; theta, 5–8 Hz; alpha, 9–12 Hz; beta1, 13–16 Hz; beta2, 17–30; gamma, 31–45 Hz. 

We did not include higher frequencies, which are considered not to be as reliable for scalp 

data. 
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2.6. Statistical Analysis 

Between groups, differences in demographic variables, as well as differences in P300 

amplitude and latency, computed on the Pz electrode, were investigated by means of Uni‐

variate ANOVA and z score included in the SPSS statistics, version 21. The effect of sex 

and age was taken into consideration introducing sex as factor analysis and age as a co‐

variate in the ANOVA; their effect was not relevant in the ANOVA analysis both in the 

neurophysiological and neuropsychological domain. 

For  topographic  analysis,  cluster‐wise  correction  for  multiple  comparisons  was 

achieved separately for electrodes, gradiometers, and magnetometers, using the ft time‐

lockstatistics.m field trip function in Brainstorm [56]. 

For TF analysis, cluster‐based statistical non‐parametric mapping was applied. 

For all tests, the p‐value threshold was set at 0.05. 

Correlations between P300 amplitude and latency and age, SDMT‐PASAT, BDI, and 

FSS scores were tested by means of multiple  linear regression analysis,  included in the 

SPSS software, version 21. 

3. Results 

Demographic and baseline clinical characteristics of the study participants are pro‐

vided in Table 1. In our cohort, we observed a slightly but not significantly higher per‐

centage of males among HCs (12.5% vs. 31.6%; p = 0.19). pwMS had an EDSS score be‐

tween 0 and 3.0 with minimal neurological impairment and short disease history. 

Table 1. Demographic and clinical variables of participant groups. 

  Patient (n = 16)  Controls (n = 19)  p Value 

Sex, no (%)       

F  14 (87.50%)  13 (68.42%)  0.19  

M  2 (12.50%)  6 (31.58%)   

Age (years) *  36.5 ± 7.5  36.0 ± 16.0  0.98 ◦ 

Education (years) *  13 ± 1  13 ± 4  0.49 ◦ 

Duration of disease (months) *  11.44 ± 19.96     

EDSS *  2.0 ± 1     

Clinical phenotype       

CIS, no (%)  1 (6.25%)     

RRMS, no (%)  15 (93.75%)     
 = Chi square value; ◦ = ANOVA F values; no, number; *, median ± interquartile range; EDSS, Ex‐

panded Disability Status Scale; CIS, Clinically isolated syndrome; RRMS, relapsing‐remitting mul‐

tiple sclerosis. 

Considering the cognitive evaluation, six patients (37.5%) had an alteration in at least 

one and three (18.7%) in at least two cognitive tests. Cognitive tests WLG and PASAT 3 

were the most affected in pwMS (18.7%), followed by PASAT5 and SPART‐D in 12.5%, 

SDMT, and TMT‐B 6.2% (Table 2). 

Table 2. Mean values and statistical analysis of cognitive tests, fatigue severity scale inventory 

(FSS), and Beck Depression Inventory (BDI) between 16 pwMS and 19 HCs. 

  Mean  Error DS 
95% CI 

ANOVA 
Lower  Upper 

PASAT   

Control  140.000  9.162  121.338  158.662  F 5.21 

Patient  109.500  9.717  89.706  129.294  P 0.029 

SDMT   

Control  52.611  3.303  45.884  59.339  F 1.32 
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Patient  47.063  3.503  39.927  54.198  P 0.25 

FSS   

Control  1.139  0.408  0.308  1.970  F 6.29 

Patient  2.631  0.433  1.750  3.513  P 0.017 

BDI   

Control  2.72  1.13  0.4  5.04  F 4.51 

Patient  6.25  1.21  3.79  8.71  P 0.041 

PASAT, Paced Auditory Serial Addition Tests; SDMT, Symbol Digit Modality Test. 

In the control group, two subjects (13.3%) showed an alteration in at least one test 

and only one subject in at least two tests (6.7%). 

Comparing the scores of the individual tests between the two groups, a statistically 

significant difference was observed for the TMT‐A test alone, with a median score higher 

in the patient group than in the controls (median [interquartile range]: 37 [31.2–45] sec., 

26 [24–35] sec., respectively, p = 0.03). The patient group had a higher median CII (9 [5.5–

13.5]) than healthy subjects (3 [2–11.5]), but this difference did not reach statistical signif‐

icance (p = 0.16). 

Taking into consideration the four cognitive domains selected during the analysis, 

the domain of attention and speed of information processing was the most affected in the 

patient group, presenting altered  in 18.7% of cases.  In  the control group,  two  subjects 

(13.3%) showed alterations in verbal fluency and one subject (6.7%) in the attention/pro‐

cessing speed domain. In addition, patients presented a median overall score in the atten‐

tion domain and processing speed significantly lower than that of healthy subjects (121 

[122–142], 157  [125.5–165] respectively, p < 0.01), with no statistically significant differ‐

ences in the remaining domains (Table 3). 

Table 3. Differences in global cognitive domain scores between Multiple Sclerosis patients 

(pwMS) and healthy controls (HCs). 

  pwMS 

(n = 16) 

HCs 

(n = 15) 
p‐Value 

Attention and   

processing speed 

121 

[122–142] 

157 

[125.5–165] 
p < 0.01 

Memory 
105 

[84.5–110] 

122 

[101–135] 
p = 0.16 

Verbal Fluency 
19 

[15–20.5] 

23 

[19–25] 
p = 0.08 

Executive Functions 
122 

[75–131] 

83 

[66.5–84] 
p = 0.44 

Globally, pwMS presented with  lower  scores  in SDMT‐PASAT  tests  compared  to 

HCs. None of the patients showed mild, moderate, nor severe depression on BDI tests. 

However, BDI scores were significantly lower in HCs than in pwMS (2.72 ± 1.13 vs. 6.25 ± 

1.21; p = 0.041); FSS scores were significantly lower in HCs than in pwMS too (1.14 ± 0.408 

vs. 2.63 ± 0.433; p = 0.017). 

We observed a slight and not significant P300  latency prolongation  in pwMS com‐

pared to HCs. 

The amplitude of P300 was similar between patients and controls (Table 4, Figure 1) 

as well as  the  topographical distribution of P300 and M300 patients displayed a slight 

increase in P300 representation over parietal electrodes and M300 over temporo‐central 

electrodes. 

No relevant differences in topographical distribution emerged between pwMS and 

HCs (Figures 1 and 2). 
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Table 4. Mean values and standard deviation of P300 amplitude and latency measured on Pz elec‐

trode. Results of one‐way ANOVA are reported. 

  Patients (n = 16)  Controls (n = 19)  ANOVA: F  p‐Value 

P300 latency (msec)  326.15 ± 28.85  311.37 ± 31.3  1.66  0.21 

P300 amplitude (uV)  5.7 ± 4  6.7 ± 3.4  0.61  0.4 

 

Figure 1. Grand Average of P300 in 19 HCs (blue trace) and 16 pwMs (red trace). Values are represented in uV. 

 

Figure 2. Topographical representation of Grand Average of P300 peak in 16 pwMS (above) and 19 HCs (below). 

From left to right: EEG‐ERP, MEG‐magnetometers‐ERF, MEG‐gradiometers‐ERF. No 

relevant  differences  of  topographical  distribution  emerged  between  pwMS  and HCs, 

apart from a slight prevalence of parietal P300 representation in pwMS. 
The other considered peaks were not dissimilar from HCs (Supplementary Figures 

S2–S4). Time for motor responses (RT) was not significantly prolonged in pwMS (402.14 

± 30.31 msec vs. 375.5 ± 13.76; F: 0.1 p = 0.74). For five controls and two patients, a technical 

problem occurred in the codification of motor response. 
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Regarding TF analysis,  for all sensor modalities, both control participants and pa‐

tients showed in the standard condition a pattern of early negative modulation of the in‐

duced power in the alpha range (event‐related desynchronization, ERD) and late positive 

modulation of the induced power in the beta range (event related synchronization, ERS). 

There was  also a positive modulation of  the  induced power  in  the delta  range  (ERS), 

though the time specificity is more difficult to evaluate for these low frequencies. There 

was less positive and more negative variation in patients as compared to healthy controls. 

This difference reached significance for gradiometers and magnetometers while it was at 

a trend level for the EEG sensors (Figures 3 and 4). 

 

Figure 3. Standard trial. Representative parietal midline gradiometer (a,b), magnetometer (c,d) and electroencephalog‐

raphy (EEG) derivation (e,f) for HCs (top) and pwMS (bottom). 

 

Figure 4. Topographical (and temporal, top left inset) distribution of the significant cluster (for (a) gradiometer, p = 0.049; 

(b) magnetometer p = 0.04). 

For the Deviant condition, both control participants and patients showed a pattern 

of early positive modulation of the induced power in the theta range (ERS), shortly fol‐

lowed by a prolonged negative modulation of the induced power in the beta range (ERD). 

Qualitatively, the positive variations with respect to the baseline were less positive, and 

the negative variations were more negative in patients as compared to healthy controls. 
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However, there was no statistically significant difference. The Deviant–Standard interac‐

tion showed a pattern similar to the one seen for the Deviant condition with no significant 

differences between groups (Supplementary Figure S5). 

We did not find a significant correlation among P300 features, demographic and neu‐

ropsychological variables in the groups of patients and controls, except for higher fatigue 

scores corresponding to reduced P300 amplitude (P300 amplitude vs. age, SMDT‐PASAT, 

BDI, FSS multiple  regression analysis  in  the  total of patients and  controls:  corrected  r 

square = 0.031 F = 1.2 p = 0.3; single coefficient FSS: t = −2.32 p = 0.048) (Table 2). 

4. Discussion 

Our main aim was to analyze P300 parameters, assessed through a multimodal MEG/ 

hd‐EEG approach, and verify  their possible  correlation with CI and  fatigue  in pwMS. 

Moreover, for the first time to our knowledge, we investigated the early stages of the dis‐

ease, considering DMDs naïve and minimally impaired subjects, with a short time to on‐

set. Previous ERP studies were conducted in more advanced stages of MS when demye‐

lination affects the afferent pathways, particularly the visual ones. The auditory system 

chosen in our work, instead, is less involved in all phases of MS, enabling the extraction 

of late cortical potentials with latency and amplitude not affected by the dysfunction of 

the afferent pathways. This may be due to the greater  length of the sensory and motor 

pathways than the acoustic one in its course along the brain stem, but also, less likely, to 

a greater susceptibility of some pathways to the demyelinating process [47]. 

Our results show that main P300 parameters are within normal limits in patients with 

early MS, though they are affected by mild CI. We found a different scalp representation 

of spectral component perturbation following standard stimulus, with a similar trend for 

the deviant stimulus, between patients and controls. 

Previous data from literature [30,33,36] have shown the prolonged latency of P300 in 

pwMS and its correlation with CI; only in one work, however [27], patients at the early 

stages of the disease, such as those diagnosed with CIS with the older McDonald’s criteria 

[57] were considered, among others, confirming P300 latency prolongation in the whole 

MS group. In our work, instead, the latency of P300 was prolonged but remained within 

normal limits. 

Moreover, we found no differences in the amplitude and topographical distribution 

of N2‐P3 complex and P3 peak between pwMS and HCs, different from existing literary 

data. In other works, in fact, ERP amplitude increases in patients with normal cognitive 

performance [58], and it is reduced in those with cognitive decline and the initial process 

of cortical atrophy [59]. An increase in P300 amplitude could imply, in later stages of the 

disease, mechanisms of cortical compensation and plasticity [58], which had probably not 

yet occurred in the selected MS populations, who were evaluated at a very short time from 

the disease onset, and had mild CI. On the other hand, our early MS patients did not show 

a P300 amplitude decrease because of the recent pathological process. Therefore, in our 

population, P300 amplitude could not be a pattern of early cortical dysfunction, though 

in the presence of mild CI. The hd EEG and MEG confirmed the normal scalp distribution 

of P300 waves, with  slight differences  in  topographical  representation,  as we demon‐

strated by employing high resolution topographical analysis, which enabled the detection 

of different ERP/ERF  scalp distribution. Most P300 hd  studies  relied on EEG methods 

[59,60]. However, the magnetic counterpart of the EEG P300 unveils the complexity of this 

potential. According to previous studies [61], EEG showed a centro‐parietal representa‐

tion of P300, which was similar in pwMS and HCs. The ERF was maximally represented 

on the central, parietal, and prefrontal regions, but no clear peaks were detectable; rather 

they were quite dispersed, suggesting a multisource origin of the magnetic fields [62]. The 

topographical analysis we employed was performed  for every  time unit  in pwMS and 

HCs, and it did not show relevant differences between groups. Patients displayed a slight 

increase in P300 representation over parietal electrodes and M300 over temporo‐central 

electrodes. 
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As a matter of fact, we can assume that in this small MS cohort, the ERP and ERF 

generated during an oddball paradigm have a similar scalp distribution in early pwMS 

and HCs. However,  time‐frequency  analysis  showed  a  different  cortical  activation  in 

pwMS during standard stimulus processing, with a similar trend for the deviant stimulus. 

In TF analysis, MEG performed better than EEG in revealing subtle differences in early 

MS. These slight abnormalities confirm that in the early phase of demyelinating disease, 

latent rearrangement in cortical activation could preserve cognitive processes. The ERSPs 

on 128 EEG channels performed in more advanced MS patients showed reduced P3b task‐

related theta power, a pattern possibly emerging during the development of the disease 

[43]. 

The last objective of our study was to examine how depression, fatigue, and CI can 

affect P300 features. Our early MS patients displayed mild CI, according to previous stud‐

ies. The oddball paradigm we performed was correctly executed by pwMS, as also demon‐

strated by the time of the motor response. However, there was a mild and not significant 

prolongation of reaction time,  in  line with the mild P300 latency increase. In this small 

early MS cohort,  the cognitive performances subtending  the P300 event, which are  the 

oriented attention and working memory [58], are substantially preserved. More complex 

oddball paradigms, including the P300a detection, could improve the exploration of initial 

cognitive dysfunction in early MS [63]. 

Interestingly, we found that a higher level of fatigue scores corresponded to reduced 

P300 amplitude  in pwMS and HCs. A recent work  [29]  tried  to assess whether  fatigue 

affected ERP  findings  in patients with RRMS, demonstrating a positive correlation be‐

tween fatigue and reaction times. 

Considering that fatigue already prevailed in pwMS in the early phase as compared 

to HCs, we can suppose that the progression of the disease could cause a decrement of 

cognitive efficiency in the course of task performance with consequent P300 amplitude 

reduction 

This was a pilot study whose results are surely affected by  the small sample size, 

made even smaller by the exclusion of five controls and two patients because of a technical 

problem that occurred in the codification of the motor response. The high spatial resolu‐

tion of scalp potentials and fields did not indicate a trend toward amplitude reduction in 

any time frame. However, further evaluation of P300 source generation on realistic MRI 

models would possibly display mechanisms of cortical rearrangement in the presence of 

initial cortical dysfunction. 

Although the present results do not support P300 as a clear biomarker of cognitive 

impairment, normal amplitude and scalp distribution as displayed in hd MEG analysis 

could be related to early remodeling in cortical synapsis. 

5. Conclusions 

Characterizing subtle symptoms in MS is a complex task, although some neurophys‐

iological hallmarks could be employed to assess information processing and provide more 

information on the involvement of higher brain functions. The present pilot study indi‐

cated that early pwMS, DMDs naive did not display an amplitude reduction and different 

scalp distribution of ERP and ERF related to an acoustic oddball paradigm. Phenomena 

of cortical adaptation to early dysfunction could preserve the cognitive performance of 

the P300 acoustic task, as well as related cortical responses. Further studies will be de‐

signed to clarify possible modification of source generators caused by cortical dysfunc‐

tion. Based on the present data, we cannot suppose that P300 amplitude reduction is a 

hallmark of early cortical  impairment  in pwMS. Moreover,  the development of  fatigue 

could prospectively lead to ERP amplitude decline, applying it as an objective measure of 

this commonly reported symptom in MS. 

Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2076‐

3425/11/4/481/s1, Figure S1: Morlet wavelet. The complex Morlet wavelet is a Gaussian weighted 
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sinusoid (blue for real values, red for imaginary values). It has a point spread function with Gauss‐

ian shape both  in time (temporal resolution) and  in frequency (spectral resolution). Resolution is 

given in units of FWHM (full width half maximum) for several frequencies. Figures S2–S3: Mean 

values and confidence intervals of latency (Figure S1) and amplitude (Figure S2) of the main ERPs 

by oddball paradigm in pwMS and HCs. Figure S4: Topographical representation of Grand Average 

of ERP‐ERF peaks  in 16 pwMS  (above) and 19 HCs  (below). From  left  to right: EEG‐ERP, MEG‐

magnetometers‐ERF, MEG‐gradiometers‐ERF. (a) N1 component; (b) P2 component; (c) N2 compo‐

nent.  Figure  S5: Deviant  trial. Representative parietal midline  gradiometer  (a,b), magnetometer 

(c,d), and EEG derivation (e,f) for controls (top) and patients (bottom) The gradiometers showed a 

not significant increase in negative modulation induced by deviant stimulus in patients as compared 

to controls. 
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